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METABOLITOS TOXICOS DEL OXIGENO
PAPEL. FISIOPATOLOGICO EN EL PACIENTE SEPTICO

INTRODUCCIONKYVSEMBLANZA DEL PROBLEMA

La Sepsis cocn su muy amplio significado, representa una
entidad Gnica, y de fisiopatologia muy compleja e interesan—
te. E1 avance en este campo en los Gltimos afios ha abierto
perspectivas importantes de manejo, ampliando considerable-—
mente las posibilidades terapéuticas. Estos hechos enfatizan
sin l1ugar a dudas, la necesidad de una mejor comprensidn, por
parte del Médico en general, y del Intensivista en particular,
de l1los eventos fisiopatoldgicos implicados en el paciente
séptico ¥y criticamente enfermo .

En forma tradicional hemos entendido la sepsis como un
evento producido por la interacecidén de un agente agresor o
infectante ¥y un huésped. Es necesaria la participacidén de estas
dos partes, ya que el agente infectante funciona como un in-
ductor, pero es imprescindible que el huésped monte una res—
puesta gue en si produce las manifestaciones propias del
cuadro séptico. Esta respuesta del huésped comprende en es—
pecial manifestaciones en dreas como: Cardiovascular, Inmune,
Metabdlica y Neuro-endocrina, manifestaciones gue, en si, y
una vez plenamente desarrolladas, dominan el cuadro y pro-—
ducen la mayoria de las manifestaciones clinicas tfipicas
del paciente séptico grave.

En este contexto, entonces, se ha intentado distinguir,
para fines did&cticos y de comprensidén, entre el inductor.,
en un extremo, y el efector en el otro, haciendo referencia
al agente infectante y a las manifestaciones gque monta el
huésped respectivamente. Por otra parte, miAs recientemente, ha
gquedado claro gque, en otras circunstancias, es decir, sin
infeccidén demostrable, puede existir una respuesta idéntica
pero disparada por un inductor distinto, a saber, en ausencia
de infeccidn, un proceso inflamatorio de suficiente intensi-—
dad puede desencadenar una respuesta similar en el huésped,

encontrando también caracteristicas clinicas indistinguibles
de aquellas presentes en el paciente séptico propiamente




dicho. Esto ocurre en circunstancias tales como gquemaduras
graves, politrauma severo, © procesos inflamatorios como
Pancreatitis aguda. EsS por esto que forma relativamente
reciente, se ha enfatizado la necesidad de distinguir entre
Choque séptico cuando estas manifestaciones son producidas
por infeccidn y una entidad denominada Sindrome de Respuesta
Inflamatoria Sistémica, cuando un proceso inflamatorio —-no
séptico—-, es el inductor del cuadro. Cabe afiadir gque, asi
como diferentes estimulos pueden desencadenar esta respuesta,
prédcticamente indistinguible, podemos considerar que existen
Adiversos grados de severidad de las manifestaciones referidas,
Yy asfi podriamos subjetivamente considerar, en ambos casos, un
espectro gque va desde manifestaciones leves, hasta muy gra-
ves, en l1los extremos, con muy diversos puntos intermedios.

Estos hechos hacian sospechar, ya tiempo atris,que debia
existir un eslabdn que permitiera concatenar o enlazar ambos
componentes, el inductor y el efector. Eslabdn gue deberia
ser uno mismo. El1 mismo ha sido analizado ¥y progresivamente
conocido, y en forma genérica ha sido descrito como una
serie de sustancias, cascadas y eventos biolbégicos, gue
en conjunto se denominan "mediadores". La complejidad de
este eslabdn es tal gue hasta el momento aln se considera
como un Area en répida expansidn, al gque continuamente se
agregan nuevos conceptos.

En este eslabdn se han descrito entonces toda una serie
de sustancias de gran importancia fisiopatoldgica, y cuya
activacidén es en cierta forma inespecifica o estereotipada,.
aungue al mismo tiempo graduada. Esto puede explicar en cier-—
ta forma, el poderse desencadenar por diferentes estimulocs,
pero, una vez desencadenada, sSus consecuencias son similares
e independientes del estimulo inicial. Debe aceptarse gue
que esto es desde el punto de vista cualitativo, ya gque
sf existe una relacidn entre estimulo y respuesta, debido
a gue cuantitativamente, la respuesta si depende de la in-—
tensidad del estimulo, en forma directamente proporcional,
lco gque significa gue se trata de un evento graduable.




Ademé&s de ser inespecifica y graduable, existe un tercer
componente en esta respuesta, Y gque habla de la posibilidad
de “sumacién" de estimulos como un componente importante de
la respuesta y sSu gravedad: aungque, en algunas circunstancias
un paciente que desarrolla choque séptico o sindrome de
respuesta inflamatoria sistémica, que lleva hasta Falla
Orgénica Maltiple puede tener su origen en un evento Q4nico,
lo usual es gque existan toda una serie de eventos de intensi-—
dad menor, incluso algunos de ellos no reconocibles con
facilidad gue no obstante, al sumarse, llevan a la sobreac-—
tivacidédn de los mediadores implicados y por 1o tantoc a la
respuesta inflamatoria. Este concepto se usa para describir
un fendmeno bioldégico en el cual un insulto inicial deter-
nado “"precarga" o predispone al huésped de manera que in-
sulto(s) subsecuente(s) hacen gue la respuesta del mismo
sea grandemente amplificada.

Entre otras circunstancias, la comprensién de estos
conceptos permite explicar la inespecificidad de 1la res-—
puesta, los diversos grados de severidad observados, resul-—
tando mds f&cilmente comprensible el gran espectro de mani-—
festaciones y de gravedad del paciente criticamente enfer-—
mo Yy la forma en que diversos estimulos pueden generar estas
respuestas.

En todo este contexto, y situidndonos en el eslabdn
intermedioc o "mediadores", se pueden destacar la importancia
fisiopatoldgica de diversos componentes:

* Citocinas.

* Microcirculacidn.

* Intestino como inductor, fuente de mediadores y
preservador o agravador de la respuesta.

Los mediadores propiamente dichos, comprenden m&s de cien
compuestos producidos por la activacidn de diversos componentes

bioldégicos, su nmero se amplia frecuentemente, ante la des—
cripcidén de algunos previamente no descritos, sin embargo,
algunos son considerados clave por su capacidad para inducirc
© mantener las manifestaciones clinicas de la sepsis o por



su potencial de producir dafio.

A este grupo de mediadores se les conoce con €l nombre
genérico de "citocinas". Si bien su nimero es creciente,
ahora se reconoce la importancia relativa de unas con res-—
pecto a otras. En algin momento se denomind monocinas a
aquellas formadas por macrdéfagos, pero, en términos generales
se hace ahora mis bien referencia al término citocinas por
ser mas genérico. Esto también probablemente tenga relacidn
con la gran complejidad de este sistema micro-humoral,
reconociéndose actualmente fuentes cada vez mas variadas
de estas sustancias. ContinGan siendo identificados los
macrdfagos y los linfocitos como las fuentes principales de
estas citocinas, pero algunas gque reGnen las caracteristicas
para considerarlas como tales., son producidas por células
muy variadas, incluyendoc neutrdfilos, células endoteliales
Y rPlaguetas, como es el caso del factor activador plague-~
tario (PAF).

Estas verdaderas micro-hormonas son responsable de 1la
mayor parte de los efectos sistémicos caracteristicos del
estado séptico, al inducir cambios hemodinfmicos, metabdli-—
cos, hep&ticos, etc.; algunos signos como 1a hipertermia;
efectos en el sistema inmune, como reclutamiento y proli-
feracidn celular; produccién de otras citocinas, gquimio-—
taxis, etc. De los primeros efectos mencionados, algunos
son producidos en forma directa, mientras gue otros son
secundarios a la estimulaciéd4n del sistema neuro-endocrino.

A pesar del gran nimero de mediadores descritos, son con-
siderados como mé&s relevantes Interleucina 1 (IL-1), inter—
leucina 6 (IL-6), factor activador de plaguetas (PAF), In-—
terleucina 8 (IL-8), y muy especialmente, Factor de Necrosis
Tumoral (TNF).

Es probable gue a l1la luz de la informacidn actual se
puedan establecer tres niveles de importancia en la respuesta
micro—-humoral, tanto por la trascendencia de los efectos, como
por la secuencia de activaciédn: TNF en el primer nivel; IL-1
Y 6 en el segundo, Il-8 y PAF en el tercero.



Existen otros sistemas activados en respuesta a la infec-—

cidn grave, y gue involucran otras cascadas con efectos es-
pecificos, sobresaliendo los derivados del &cido araqui-
dénico, la cascada de coagulacidén, sistemas de comple-

mento y cininas, sistema fibrinolfitico y el 6xido Nitrico.
Estos otros sistemas estfn involucrados en efectos mas es-—
pecificos, como vasodilatacidédn/vasoconstriccidédn o permea-~
bilidad vascular. la activacidn de la cascada de coagulacidn
puede participar en la produccidé4n de microtrombos, trastor-
nos llmicrocirculatorios e incluso Coagulacidn Vascular
Diseminada.

Todos los mediadores y sistemas mencionados se actiwvan
en forma orquestada e Iintimamente inter-relacionada, tenien-
do como objetivo primordial colaborar en montar una res—
puesta concertada encaminada por una parte a defender al
huésped del proceso infeccioso, y por otra parte, proporcio-
nar condiciones Sptimas de funcionamiento cardiovascular,
metabdlico, etc. gque permitan sostener o llevar las varia-
bles fisioldgicas a rangos de funcionamiento adecuado para
enfrentar la situacidén de emergencia gue implica una pato-—
togia grave (p. ej. optimizar el aporte de oxigenoc para
hacer frente a un consumo aumentado). Asfi, se pueden con-—
siderar como benéficas o fisioldgicas las respuestas induci-
das.

Sin embargo, si el proceso séptico (o inflamatorio) es
muy intenso o prolongado, esta relspuesta puede incrementarse
en forma considerable, e incluso, salir de control, pro-
duciéndose entonces un estado de "sobreactivacidédn", y
acelerar o favorecer la aparicidédn de fallas orgdnicas uUnicas,
falla orgfénica midltiple e incluso la muerte.

Dentro de todos estos mediadores se encuentran 1lo0s
Metabolitos Téxicos del Oxigeno. Mediadores en conjunto muy
especiales, pero gue también son generados como una respuesta
de defensa del huésped, pero, al producirse en cantidades
mayores de l1lo deseable, o bien en sitios especificos, pueden
producir un dafio molecular o celular severo. En este sentido,



podrf{a existir controversia acerca de considerarlos como
mediadores propiamente dichos, o bien verdaderos efectores
de dafio.

Los MTO2 tienen un papel muy especial ya que pueden ser
producidos en forma ubicua, por miiltiples vias o componentes
tanto celulares como enzimdticos y asi, jugar un papel clave
como un mediador humoral mds, o participar junto con los
trastornos microcirculatorios en la génesis de dafio difuso.
Debe resaltarse que, en cierta forma, su papel ha sido rela-
tivamente soslayado, en beneficio de ctros mediadores mas
reconocidos, pero juegan un papel clave en la fisiopatologia
global de este tipo de problemas. El1 estar relativamente
soslayados al no integrarlos con frecuencia al conjunto
de mediadores clave, ha motivado esta revisidén, enfatizando
el papel que tienen en el dafio gque se produce en el paciente
grave y gue puede llevar a un desenlace fatal.

i
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METABOLITOS TOXICOS DEL OXIGENO
GENERALIDADES

La existencia de metabolitos del oxigeno con efectos
tbxicos es conocida desde hace mds de 60 afios, sin embargo.,
el gran potencial tdxico para las moléculas bioclbdgicas
hicieron considerar como imposible el que estos metabolitos
se formaran en los sistemas vivos conocidos, por 1o gue
durante aflos su estudio gquedd confinado al terreno de la
Quimica. La descripcidédn de 1a funcidn enzimatica de 1a
Superdxido dismutasa por McCord y Fridovich en 1969, planted
la cuestidn de que el radical superdxido podria eventualmen-
te formarse en los sSeres vivientes, dado que dicho radical
consituia el sustrato para la enzima recientemente descrita,
¥y amplid® por primera vez el campo de discusidn de los oxi-
metabolitos a la Bioguimica, l1a Biologia y la Fisiopatologia.
Desde entonces, el tema ha generado en forma progresiva, -
controversia, interés, y, mids recientemente conocimiento
y comprensién crecientes.

Fue inicialmente tal la incredulidad de gue moléculas
tan tdéxicas pudieran formarse en los seres vivos gue hubo
incluso autoridades gque sugirieron la posibilidad de qgque
la presencia de Superdxido dismutasa (SOD) en los seres
vivos, podrfia ser solo un vestigio filogenético. Debido a
gque esta enzima cataliza la destruccidn o eliminacién del
radical superdxido, el interés se centrd en éste Gltimo.
Debido a gue el radical superdxido resulta de la reduccidn
uni-electrdénica del oxigeno molecular, una posibilidad gque
resultaba obvia era que este radicalpodria formarse en los
seres Vvivos como una consecuencia casual o inevitable de
utilizar oxigeno como un aceptor terminal de electrones.

En este contexto y si esta suposicidn resultara cierta, en—

tonces todos 1los organismos aerdbicos debian necesitar 1la
enzima referida con fines estrictamente protectores. Esto




no serfia esperable para los organismos estrictamente anerd—
bicos. Investigaciones subsecuentes llevaron a soportar es-—
tas teorfas y la aseveracidn de gue la presencia de SOD era
entonces una necesidad abscluta para los organismos que
utilizan el oxigeno comc parte importante de su metabolismo
energético. Estudios ma&s recientes con organismos anaerdbicos
pero también capaces de metabolismo aerdbico, demostraron gue
si cepas de E. coli son deprivadas de su cddigo genético que
se encarga de codificar la informacidn que lleva a la sin-
tesis de SOD, estos organismos no pueden sobrevivir en medios
con oxigeno en concentraciones minimas, condiciones en que
todas sus vias metabdlicas son activadas, inciuyendo 1la
utilizacidn de oxigeno, sobreviniendo 1la —uerte por auto-dafio
oxidativo. Esta misma cepa, asi tratada, sobrevive adecuada-
mente en medio estrictamente anaerdbico. A partir de este
punto, el conocimiento del papel de los metabolitos tdxicos
del oxigeno en la salud y la enfermedad ha crecido en forma
importante.



METABOLITOS TOXICOS DEL OXIGENO
OXIGENO: PARADOJA BIOLOGICA

Puede parecer muy contradictoria la aseveraciédn de gue
un elemento tan necesario para la vida pueda, a su vez, ser
potencialmente tdxico para los seres vivos. Sin embargo, esto
es mas sencillio de comprender si acudimos a las caracteris-—
ticas propias del oxigeno. Por una parte, tiene una gran
capacidad para adguirir o aceptar electrones, lo cual, de
hecho, lo convierten en el elemento ideal para este fin
dentro de la serie de cadenas metabdlicas que generan energia
a los seres vivos, gracias precisamente a flujos y movimien-—
tos de electrones. Esta capacidad de aceptar electrones es
debido a la presencia de &rbitas con electrones no pareados,
lo gue lo define como un radical -de hecho, un birradical-.
Esta caracteristica lo hace ser un elemento altamente ines-—
table y con capacidad de reaccionar con una serie de moléculas
a las cuales oxida, obteniendo electrones para convertirse
finalmente en un compuesto no reactivo e inocuo, como lo es
el agua. En su forma conocida, de oxfigeno molecular -02-,

éste elemento es capaz de "acomodar"” cuatro electrones en
total, sin embargo., estos no pueden ser adqguiridos de forma
simulténea, sino gque este proceso debe ser efectuado secuencial-—
mente, formando en cada paso, metabolitos intermedios gue man-
tienen entonces electrones no pareados, gue son por esto
potencialmente reactivos y capaces de causar dafio. Esta
caracteristica del oxigeno para aceptar electrones, de hecho
1o hace utilizable como se menciona, en las vias de trans-
porte electrdnico y generacidn energética, asi como para
producir dafio en blancos especificos, y en forma controlada,
p- ej. la pared de una bacteria, de tal manera gue se confirma
un potencial téxico al tiempo gque un efecto benéfico.-

Desde 1la descripciédn de la Superdxido dismutasa., en
1968, los metabolitos tdéxicos derivados del oxigeno han sido
implicados en una amplia variedad de procesos tanto fisiocldgi-
cos como patoldgicos, variando desde la accidédn bactericida de
los neutr&filos, hasta la lesidn por reperfusiédn. AGn cuando el

papel de estos metabolitos en :zSepsis.



sindrome de respuesta inflamatoria sistémica y falla orgénica
maltiple est8 lejos de guedar perfectamente definido, 1los
hechos sugieren gque, debido a sus caracterfisticas y la forma

de actiwvacibén, éstos pueden jugar un papel definitivo en 1la
patogénesis de estos sfindromes. Existe evidencia suficiente

de gue estos elementos se forman en circunstancias especificas,
que se presenta consumo de antioxidantes enddagenos o naturales,
que se forman cCcomo consecuencia productos de la reaccidn de
racdicales tSxicos con moléculas bioldgicas importantes (como
enzimas, componentes de pared celular, proteinas, etc),y el
manejo, modulacidn o inhibicidn de el dafio oxidativo, puede

ser Gtil en la terapéutica de estos pacientes en circunstancias
especificas (p-. ej. isquemia-reperfusidn).

El conocimiento de la fisiopatologia de estas entidades.,
las mlltiples interacciones de los diversos sistemas biolbdgicos
implicados, el dafio potencial por la sobreactivacidédn de los
mismos, y la posibilidad de tratar y asi prevenir o disminuir
el dafio causado por esta sobreactivacidn, abre nuevas e im-
portantes perspectivas de tratamiento del paciente en estado
critico, y subraya definitivamente la necesidad de conocer

a fondo estos sistemas bioldgicos.




METABOLITOS TOXICOS DEL OXIGENO
QUIMICA

Los &tomos y las moléculas contienen en sus &rbitas
habitualmente electrones pareados, lo gque les confiere
estabilidad. Cuando una molécula determinada contiene en
su Giltima Srbita un electrdn finico © no pareado, se denomina
Radical. Esta caracteristica le confiere inestabilidad a los
radicales, y por lo tanto, potencial para reaccionar con
otros &tomos o moléculas, en un intento por adguirir uno
© varios electrones, segin su déficit, formando moléculas
menos reactivas o estables. Esta reaccidédn por la cual un
elemento adqguiere un electrdn, se denomina reduccién, mien-
tras gque la molécula a la gue se le retira, ha guedado
oxidada. Este Gltimo término es derivado del oxigeno, y
se debe precisamente al gran potencial gue tiene este ele-—
mento para oxidar (o retirar electrones) de otras moléculas.
El oxfigeno molecular, de hecho, como 10 conocemos, Oz,
contiene cada uno dos electrones no pareados. En esta con-—
guracidn, no obstante, estos dos electrones se encuentran
en &rbitas idénticas en su giro ("spin"). La probabilidad
de gque el oxigeno molecular encuentre una molé&cula que le
done en forma simultinea dos electrones de giro idéntico,
hace muy improbable gque, en condiciones normales, el oxigeno
molecular reaccione f(como serfa su tendencia),adguiriendo
dos electrones simultineamente. Esta distribucidn —1ilamémos-
le poco convencional- de electrones no pareados, impone una
gran barrera para la ldismutacién espontd@nea del oxigeno.

A la frecuencia colisional habitual, entre &tomes, propia
del movimiento molecular intrinseco, el perfodo de contacto
entre dos elementos es tan breve, gue existe una segunda
barrera, llamada cinética, para gue ocurra una reaccidn
oxidativa esponté&nea. Estos dos hechos impiden al oxigeno
reaccionar en forma inmediata, incluso explosiva, como lo
indicaria su propia naturaleza, dada la existencia a su
Aalrededor de una atmdésfera con tan gran potencial termodi-

nimico. Puede suponerse el dafic de esta reaccidn masiva a
los seres vivos gue contienen oxigeno.




Sin embargo, por estas mismas caracteristicas, el oxigenco
es un aceptor terminal de electrones. Los sistemas biolbégicos
solo han tenido gue implementar los mecanismos o proporcionar
las condiciones Séptimas para que esta reduccidn (o acepcidn)
de electrones por el oxigeno ocurra. Algunas enzimas han
desarrollado un sitio de unidén para el oxigeno pudiendoc asi
mantenerlo en contacto con su reductor (o donador electrdnico),
venciendo la barrera c¢inética, al prolongar este tiempo y
y favoreciéndose a su vez de las grandes cantidades de energia
gue pueden ser derivadas de este movimiento de electrones.
Dada la existencia de dos electrones no pareados, en sSu forma
molecular -0O2-, el oxfigeno tiene el potencial de aceptar cuatro
electrones antes de adgquirir un estado de total equilibio. Una
vez reducido por completo con cuatro electrones, se rompen 1o0s
enlaces gque mantenian unidos los dos nficleos de oxigeno, de
tal forma gque estos se separan, adguiriendo simulténeamente
protones (Hidrogeniones), del solvente gue los rodea, con
formacién de dos molé&culas de agua, como un metabolito final,
inerte e inocuo, de la reduccidédn tetravalente del oxigeno.

En condiciones ideales, el oxigenoc es reducido en pasos con-
trolados, sucesivos, sin formacidén de radicales intermedios,
producto de reducciones incompletas (es decir, con uno, dos o
tres electrones). Sin embargo, en ciertas condiciones, 1la
reduccidédn del oxigeno molecular puede resultar precisamente
incompleta, bien por una fuga electrdénica en los sistemas
enzimdticos de "acarreo" de electrones (p. ej. citocromos),
bien por la interrupcidén de las vias de entrega electrdnica
en las mitocondrias por condiciones patoldgicas (p. ej. hipoxia
mitocondrial), condiciones gque reducen las vias enzimdticas
en si, cortando la reaccidn en diversos puntos; la reduccién
puede ser también incompleta por la caracteristica innata de
"robar" electrones por parte del oxigeno (oxidar otras molé-—
culas), lo gue tiene que darse en "robos" de un electrd4n a

la vez. asi, la reduccidén uni-electrdnica del oxigeno da
lugar al radical superdéxido:; la reduccidn di-electrédnica

produce una molécula de perdxido de hidrdgeno; por una reaccidn



de "acarreo" electrdnico en la que participa un ion Ferroso
(Fe+++/Fe++), se puede transferir un electrdén mis a la molécula
de perdxido de hidrdégeno, hecho gque resulta en una lisis de 1la
unidén 0-0, dando lugar a dos fragmentos, uno que se reduce
hasta formar agua, el otro cgue es el radical hidroxilo pro-
piamente, resultado entonces de la reduccidn tri-valente

(por tres electrones), del oxigeno molecular. Si el hidroxilo
adgquiere otro electrdn y se protona simultineamente, se forma
agua. esto es, el producto final de la reduccidn completa,
tetra—-valente, © con cuatro electrones, del oxigenc molecular,
dando un metabolito inerte e inocuo.

Los mencionados no son todos los metabolitos potenciales
derivados del oxigeno, ya gue a partir de algunos de estos
compuestos, se pueden producir reacciones con otro tipo de
dtomos o moléculas, formando metabolitos gque me atreverfa a
llamar "secundarios" (aungue el término no esti acufado).,
llamando entonces "primarios"” a los ya descritos, o derivados
directos. Asi, p. ej..se puede formar Acidos hipo-halurosos,
al reaccionar perdéxido de hidrdgeno con €1, I y Br, formando
4cidos hipocloroso, hipoiodoso e hipobromoso, respectivamente.
Existen otros metabolitos "secundarios" gque se mencionarin en
sSu momento .

En este punto se debe mencionar gue existe una eventuali-
dad gue se debe analizar: si alguna fuerza externa, gquimica.
fisica o térmica tiene suficiente intensidad y afecta a una
molécula de oxigeno, uno de sus electrones no pareados puede
ser desplazado a una SOrbita superior, causando ademds una
inversién del giro electrdnico, formando un metabolito muy
especial, llamado "singlete"” o© "“singulente". E1 cambio de
érbita genera energia, gque habitualmente se disipa como
emisidén de 1uz, con produccidén de calor © como una reaccidn
gquimica, pudiendo producirse lesidn. En condiciones propias
de los seres vivos, este radical es poco considerado, ya gue
su formacidn es pricticamente imposible en las condiciones de
los sistemas biocldgicos.

. Cabe aclararx también en este punto, la terminologia u-
tilizada.



I.a mayor parte de los interesados en el tema, llaman a estos
“Radicales libres de oxigenoc®", término gue se

Yy probablemente por facilidad. Sin em-—
un radical es un &tomo o molécula

metabolitos
encuentra difundido,

referido,

bargo, como ya fue
érbita mis exterior un electrdn no pareado.

gque contiene en su
Esto habitualmente
sada, sin embargo.,
encuentran eléctricamente estables.,

denominadas en terminologia guimica correcta,
son derivados del oxigeno y con potencial

del perdxido de hidrdégeno

le confiere una carga eleéctrica no compen-—

algunas de estas moléculas tdxicas, se

por lo gue no pueden ser
como "radicales".

v gue no obstante,
t8xico bien aceptado.
H05, y de los 4cidos hipo-halurosos
compuestos a 10s gue ya nos hemos referido.
al conjunto de compuestos derivados del oxigeno no se les puede
(aungue a algunos de ellos es correcto apli-
cuando se hace referencia
utilizar el término

yYya que "radicales"

Tal es el caso
por utilizar solo dos

Dado entonces gque

denominar radicales

carles el término),se prefiere,
serie de compuestos.,

derivados del oxigeno”,
de las moléculas reconocidas y perte-—

genérica a toda esta
*Metabolitos tdxicos
discrimina a algunas
necientes al grupo.



METABOLITOS TOXICOS DEL OXIGENO
TIPOS. ORIGENES, INTERACCIONES

Radical Anién Superdxido.

La reduccién univalente del oxigeno produce el anidén
Superdxido (0537T). Esto equivale a la adquisicidn de un electrdn
por el oxigeno molecular. Es un radical relativamente débil,
en cuanto a toxicidad se refiere, con vida media corta, gque
en forma espontinea puede adguirir un protdén y dismutar a
perdxido de hidrégeno y oxigeno

o2+ + Oo= + 2H+ === H;02 + o5

ILLa toxicidad del superdxido no estf tanto relacionada con
su potencia, sino mis bien es dependiente de la elspecificidaad
de sus blancos petenciales y como precursor de otros metaboli-
tos. Inactiva directaamente varios compuestos Yy enzimas clave,
tales como gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa, catalasa,
glutation-peroxidasa y otras. Es un fuerte reductor y como tal
puede donar electrones con facilidad. Esto es importante ya
que por este medio buede participar indirectamente en 1la
formacidén de hidroxilo, al donar electrones a metales solu-
bles tales como Fe, que funciona como "acarreador" electrdnico
como mAs tarde se comentari.

Existen varias fuentes potenciales de superdxido. La
mas importante, es el fenédmeno conocido como "estallido res-—
piratorio", fenémeno gque ocurre en la membrana del neutrdfilo
Yy que posteriormente se analiza. Otra fuente es la cadena mi-
tocondrial de electrones, una tercera fuente la constituyen
enzimas intracelulares de tipo oxidasa, formadas a partir de
deshidrogenasas, por oxidacidn o protedlisis incompleta y que,
una vez en forma de oxidasa, tienen un potente efecto pro-oxi-
dante. Fuentes menores son la auto-oxidaciédn de compuestos como
hidroxiguinonas, epinefrina, tioles, hemoglobina y otros. Otras
fuentes potenciales, menos estudiadas e incluso poco compren-—
didas son enzimidticas: aldehido—oxidasa, deshidrogenasa

dehidro-orética, flavina deshidrogenasa.




La protonacidn del superdxido da lugar al radical
Hidroperoxil (HOOT). Tiene un pK de 4.8, lo que significa
que a pH fisiolégico (7.4) se encuentra en mayor proporcidn
disociado, existiendo solo aproximadamente un 0.25% como
radical hidroperoxil propiamente dicho, sin embargo, en un
medio no fisiolégico, con pH dcido, como el encontrado en
tejidos isquémicos, fagosomas, exudados purulentos o a
nivel de las interfases endotelios-fagocito, el pH puede
ser cercanco al pK aumentando significativamente la pro -
porcién de hidroperoxil. El significado bioldgico de este
radical con respecto al superdxido gque le da origen es gque
tiene mayor liposolubilidad y por lo tanto mejor penetracidn
celular, y reactividad también mayor.

M&s recientemente se ha comprobado gue el radical
superdxido puede combinarse con 6xido nfitrico, dando lugar
al radical peroxil-nitrito. Existen células capaces de
producir tanto 8xido nitrico, como superdxido, 10 que faci-
lita 1a reaccidn, ya que de otra manera, la vida corta de
ambos y la reactividad del superdxido, impondria una limitante
Ade difusidn. Estas células son las endoteliales, mids importan-—
temente macrdfagos y neutrdéfilos. El radical peroxil-nitrito
esti en equilibrio con una molécula protonada del mismo, 1o
gque 1o convierte en un &cido, el 8cido peroxinitroso; esta
reaccid4n puede moverse hacia ambos extremos, descomponiéndose
en diéxido de nitrdgeno y una especie hidroxil tipo radical.
Esprobable gue la importancia bioldgica de estas reacciones
consista en la capacidad del superdéxido de reaccionar y por
1o tanto neutralizar al 6xido nitrico. El1 peroxil-nitrito
es un anidén con fuerte efecto oxidante, cuyo potencial tdéxico
se ve incrementado por su vida media larga.

02 + NO- ——-> oONoO- «BZ= ONOOH ———» HO- + NO2



Peréxido de Hidrbdgeno.

La reduccién di-electrdnica del oxigeno, resulta en el
compuesto (no radical) perdSxido de hidrdgeno: H303. También
puede definirse su origen como la dismutacidn por dos elec-
trones del oxigeno o la dismutacidn del anién superdxido. Es
un oxidante relativamente lento, con una vida media larga, y
liposcoluble. Su importancia radica en ser precursor de muchos
otros compuestos, Yy las mencionadas vida media larga y lipo-
solubilidad, gque le permite atravesar las membranas celulares
con facilidad, caracteristicas gue le permiten incluso detectarse
en lugares distantes al sitio de su formacidén, pudiendo incluso
recuperarse en el aire espirado. La mayor parte de los demé&s ;
metabolitos son diferentes en este sentido, ya que se con-
sumen localmente, en el sitio de formacidén. Puede reaccionar
con halogenados, formando dcidos hipo-haluroscs, tales como .
el Acido hipocloroso. Estos d8cidos a su vez pueden reaccionar .
con aminas, formando compuestos cloro-aminados, compuestos gue
pueden a su vez tener efectos téxicos oxidativos. El perdxido
de hidrdégeno también es precursor de hidroxilo, aunque para 1la
formacidn de este se reguiere de la participacidn de un metal.

Hay varias fuentes potenciales de perdxido de hidrdgeno,
una de las mis importantes es nuevamente la cadena mitocondrial
de electrones. También puede ser generado por enzimas intrace-—
lulares, gue habitualmente se encuentran en organelos como
peroxisomas y mitocondrias: mcocnoamino-oxidasas, glicolato,
hidroxiicidos, diaminas, piridoxaminas. Finalmente, la xantina-
oxidasa, aungue principalmente de localizacidn citosdlica, puede
producir directamente perdxido de hidrdgeno.



REDUCCION COMPLETA DEL OXIGENO MOLECULAR

La entrega de cuatro electrones en pasos sucesivos lleva \
a la reduccién completa del Oxigeno molecular, culminando con
un metabolito final, inocuo, el Agua. En los pasos intermedios
se pueden generar Metabolitos T&xicos del Oxfigeno.

c- c- c- c-
O.>—. 0, H.O,~>— OH >— H,0O

Oxigeno Ion ) Peroxido Radical Agua
Superoxido de Hidréxido
Hidrégeno




Radical Hidroxilo.

El radical hidroxilo, dentro de la cadena de reduccio-
nes sucesivas del oxfigeno molecular, representa el pructo
de la reduccién tri-electrédédnica del mismo. Su precursor
inmediato es el perdxido de hidrdgeno, a partir del cual
se forma. Sin embargo, dicha formaciédn no es "“directa'",
sSino gque depende de la participacid4n de un metal, habitual-
mente Fierro (Fe), o menos frecuentemente Cobre (Cu), en su
forma libre, y gue funciona como un "acarreador'" de elec—
trones. El Fierro habitualmente se encuentra unido a molé&-
culas tipo prétidos, p. ej. ferritina, en su forma férrica
(Fe+++); al aceptar un electrdn, se reduce, convirtiéndose
en el ion Ferroso (Fe++), el cual gueda 1libre y reactivo.
Como se habfa mencionado previamente, el ion superdxido es
un fuerte reductor y puede donar el electrdé4n gque hace posible
1a "liberacidn" del Fierro, convirtiéndolo a su forma ferrosa,
ague acarrea asi el electrdn necesario para permitir que el
perbéxido de hidrdgeno se separe formando el radical Hidroxilo.
Cabe resaltar gue algunos tejidos son ricos en Hierro, el
ejemplo mids importante es el Sistema Nervioso Central, 1lo
gue puede explicar en parte, la susceptibilidad de este tejido
al dafio por radicales libres de oxigeno, en circunstancias
como hiperoxia o isquemia/reperfusidn. Muchas bacterias
también se encuentran saturadas de Hierro, 1o cual es uti-—
lizado por los neutrdfilos para, en un medio especifico
(el interior de los lisosomas), vaciar perdxido de HidrbSgeno,
gue por su liposolubilidad puede penetrar ficilmente la
membrana de las bacterias, y, una vez en el interior, y con
abundancia de He, generar Hidroxilo en altas cantidades.
L.a presencia de Hierro puede entonces, magnificar la produc-—
cidn de Hidroxilo, un metabolitco muy tdxico, a partir de uno

menos t&xico, el perdxido de Hidrbdgeno, a su vez mis "manejable"

por los sistemas bioldgicos.
Se conoce como reaccidn de Fenton catalizada por metales,
© reaccién de Haber-—-Weiss, a esta reaccidn gue utiliza un

metal para "acarrear" electrones y favorecer la formacidn
de Hidroxilo. Prefiero utilizar este £&€rmino aungue no




acufiado, al de "“catalizar" ya gue no es estrictamente una
reaccidédn catalizada, que solo implica una facilitacidén o
aceleramiento de un proceso que de cualquier manera podria
ocurrir aunque mis lentamente. lLas implicaciones de esta
combinacidén de reacciones, en conjunto con las caracteristi-
cas del Hidroxilo, son clave en su toxicidad, ya gque, como
se ha mencionado, su formacidn es altamente especifica

© dirigida al sitio, p. ej. en el caso mencionado de las
bacterias con alto contenido de Hierro. Vale la pena recor-—
dar gue algunas cadenas de DNA se encuentran asociadas a
Hierro, lo gue las hace un blanco oxidativo mé@s atractivo
para el Hidroxilo. Como un dato interesante, los eritrocitos
de pacientes con anemia de ¢é&lulas falciformes producen mas
hidroxilo que los eritrocitos no portadores de este rasgo.,
1o gque bien pudiera estar implicado en la patogénesis del
SIRPA que se produce cuando estos pacientes ascienden a
grandes alturas (montafiismo), sufriendo un cambioc estereos-
cépico en la Hemoglobina con cambios morfoldgicos subsecuen-—
tes en 10s eritrocitos, guedando éstos atrapados en la micro-
circulacidén pulmonar. A pesar de haberse extendido m&s de 1lo
deseable, este apartado enfatiza las mGltiples implicaciones
fisiopatoldgicas potenciales de los oxi-metabolitos.

Recientemente se ha sugerido gue, en el curso de 1la
reaccidn de Haber-Weiss—-Fenton, se puede formar un complejo
dioxigeno-Fe., y que éste complejo por si mismo puede ser un
verdadero agente de dafio oxidativo, gue se puede sumar, o
incluso superar al producido por el Hidroxilo.

El1 Hidroxilo es un radical extremadamente reactivo, de
vida media cortisima, aproximadamente 1 nanosegundo. Se es-—
tima gue, del sitio de formacidédn al sitio en gue reacciona
existe a lo sumo una distancia de 4 o 5 difmetros molecu-—
lares del propio hidroxilo. Con esto, su tasa de reactividad
es limitada principalmente por un fendmeno de difusidn. Tam-—
bién se puede inferir por estos conceptos, gque la formacidn
de Hidroxilo es altamente intencionada o dirigida.
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R.HABER-WEISS-O2-FENTON

O + Fe'@' —> O, + Fe”
H.O,+ Fe&'© ——> HO + OH- + Fe™

O, +H, O, —> HO +OH +O,

El Fierro debe aceptar un electrén para liberarse de sus
sitios de unidén a Ferritina, y pasar a la forma Ferrosa (Fe++),
que “"acarrea" dicho electrén y lo entrega al perdxido de Hidrégeno
formando Hidroxilo. Las reacciones efectuadas se esquematizan por
encima de la 1fnea, la reaccidén resultante por debajo de la misma.




Acidos Hipo-halurosos y Cloro-aminas.

Ya habia mencionado anteriormente gue existen metabolitos
"primarios" o derivados directamente del oxigeno, y "secun-—
darios", o producidos a su vez por metabolitos derivados. Es-—
tos términos no se encuentran asi acufiados. Se menciond
también cbd4mo el perdxido de Hidrbédgeno, relativamente poco
tdxico, tiene una de sus caracteristicas importantes en el
ser precursor de otros metabolitos, como el hidroxilo.

El perdxido de Hidrbgeno puede reaccionar con haluros for-
mandoc &cidos hipo-halurosos:

H202 + 2Cl1 - == E 2HOC1

Se menciona habitualmente al &cido hipocloroso, por la
gran disponibilidad de cloro en los liguidos corporales, sin
embargo, la reaccidn puede llevarse a cabo también con Iodo
(I) o Bromo (Br), formando, respectivamente, &4cidos Hipoiodoso
o Hipobromoso. Estos con compuestos extremadamente oxidantes
¥ reactivos, su potencial puede imaginarse si consideramos
los efectos bien conocidos en cualguier superficie al con-
tacto con Acido hipocloroso o su derivado hipoclorito de
sodio, conocido comiinmente como blanqueador casero. De los
tres mencionados, el &cido hipobromoso es el mads tdxico,
mientras gue el hipocloroso es el menos tdxico. En los seres
vivos se requiere de la presencia de peroxidasas para cata-—
lizar esta reaccidn, como 1la mieloperoxidasa de eosindfilos
¥ neutrdfilos. La mayor parte de estos compuestos es consu-—
mida in situ pricticamente en forma inmediata, pero una
cierta proporcién puede reaccionar con aminas de bajo peso
molecular, formando compuestos N-cloro-aminados {(cloroaminas):

R—NHo + Hoc1l ==== R-NHC1 + HO

En realidad este tipo de compuestos son varios, muchos
de ellos con un potencial tdxico relativamente bajo, sin
emargo, algunos otros son notablemente dafiinos, tales como
las monocloroaminas, y sSon capaces de dafiar tanto los fagoci-
tos como las partficulas fagocitadas. La vida media de todos
ellos es larga. A vesar de no estar completamente dilucidado,
algunas moléculas intracelulares puede reaccionar con &éstos
compuestos, protegiendo las células (p.ej taurina).



Per&xidos Orgénicos.

LLos metabolitos téxicos derivados del oxfgeno,
pueden atacar pricticamente cualquier molécula bioclégi-
uno de 1los compuestos org&nicos méas
son 1los

ca. Sin embargo,
frecuentemente atacados por el dafio oxidativo,

dcidos grasos poli-insaturados (PUFAs), parte importante

del nfGcleo lipidico de la membrana celular. La interaccidn
de un radical libre de oxigeno con tales moléculas, es
capaz de iniciar una reaccidn denominada peroxidacién

lfipida, reaccidn en 1la que se generan radicales

peroxilipidos, que por sf mismos, son verdaderos radi-

inestables y capaces de atacar un 4dcido graso
baste decir

cales,
vecino. Para los fines de este apartado,
que existen radicales peroxilipidos e hidroperoxilipidos,
formados por este mecanismo, y con toxicidad intrinseca.
que representa un mecanismo mids de dafio, con amplifi-
cacidn del efecto téxico inicial de los radicales 1i-

bres de oxigeno, propiamente dichos. Los radicales
Hidroxilo y compuestos Fe-0,, parecen ser los m&s frecuen-

tes e importantes iniciadores de esta reaccidn.

i
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Radicales libres
Radicales con 02 como centro:

oxigeno molecularx

Triplete 302

: Singlete o singulete 102
¢ Radical Superdxido O2--
i Radical Hidroxilo OH-
: Radical Alkoxi RO-
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: Centro de Carbono
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Atomo de Hidrdégeno H-
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' Hierro Fe++/Fe+++
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i Ozono O3
H Hidroperdxidos .
Perdxido de Hidrdgeno H202
' Peréxidos lipidos LOOH
. Acido Hipocloroso HOC1L
: R*'RNC1
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METABOLITOS TOXICOS DEL OXIGENO
FUENTES PRINCIPALES

Existen miGltiples fuentes potenciales generadoras
de Metabolitos tdxicos derivados del oxfigeno, algunas in-
cluso no bien comprendidas. Sin embargo, por la proporcidn
numérica de metabolitos gue pueden generar, hay cuatro fuen-—
tes de importancia mayor: la cadena mitocondrial de electrones,
la via de la Xantina-—-oxidasa, el metabolismo de los eico-
sanocides y el fendmeno de "Estallido respiratorio®.

CADENA MITOCONDRIAL DE ELECTRONES

Esta via comprende una serie de enzimas secuenciales
que tienen como lugar fisico la mitocondria, y en las que
se llevan a cabo una serie de reacciones en cadena, carac-—
teristicas del metabolismo aerdbico de sustratos. De hecho,
esta serie de reacciones son las gue nos definen como entes
aerdbicos.

En esta serie de sistemas, s transportan electrones,
utilizando al oxfgenoc como aceptor final de los mismos, de
tal _manera gue, iniciando con oxfigeno molecular, se le en-—
tregan cuatro electrones en total, Y. una Vez'coﬁpieba la
reaccibén, se llega a un metabolito f£inal, inerte e inocuo,
el agua. Se utiliza el oxigeno como aceptor electrdnico por
sus caracteristicas intrinsecas, gue le permiten aceptar has-—
ta cuatro electrones por molécula, siendo, de hecho, el oxi-
dante por naturaleza (incluso proporciondndole su nombre a
la reaccidn oxidativa). Ya se ha mencionado que la reduccidn
debe llevarse a cabo en pasos secuenciales, aceptando un
electrdn a la vez, y no dos {(como los gue requiere estric-
tamente el oxigeno atdmico), debido a la improbabilidad de
gue, en los sistemas biocldgicos, se encuentre una molécula
donadora de dos electrones de giro idéntico, en dos &érbitas
distintas. El1 movimiento electrdnico propio de estas reaccio-—
nes genera energia que es almacenada en compuestos de alta
energia (ATP), de donde eventualmente la célula lo puede
tomar al asi requerirlo. La reaccidén oxidativa es lenta,

¥, en las circunstancias normales de contacto fisico entre
moléculas gue ocurre en los seres vivos, habitualmente no



se puede llevar a cabo en forma esponténea, reqguiriéndose,
entonces alguna forma de catalizacidn. Varias enzimas han
evolucionado para tener sitios activos con afinidad por

el oxfigeno, en donde se puede disminuir el tiempo requeri-
do para efectuar la reaccidn, disminuyendo también 1la
energia de activacidn requerida para llevar a cabo las
oxidaciones sucesivas, catalizando entonces en pasos

la reduqcién tetravalente del oxigeno molecular. Esta
reduccién se hace, entonces, en forma controlada, por
enzimas, las mds importantes se denominan oxidasas. Dentro
de las enzimas de mayor importancia bioldgica se encuen-—
tran la superébéxido dismutasa y la catalasa. El1 control de
l1a reaccidn se refiere al hecho de que, en situaciones
normales, no deben formarse metabolitos intermedios que
puedan fugarse del sistema y producir dafio; la reaccidn se
deja de controlar hasta gque se completa, obtenié&ndose el
metabolito final, ya inocuo, que es el agua. Sin embargo.
en forma casual o bajo ciertas condiciones patoldgicas, se
puede presentar una “fuga"electrdnica, presentindose, en-—
tonces reducciones en pasos Gnicos, con entregas uni-elec-
trdnicas al oxigeno, produciéndose, asi, metabolitos inter-
medios (©, m&s bien, liber&ndose, ya que siempre se forman,
bajo control), gue pueden causar dafio. Se ha estimado que,
en condiciones normales, alrededor del 1% del fiujo total
de electrones manejado por esta cadena puede “fugarse" y
producir radicales libres o metabolitos. Se han identifi-
cado al menos dos sitios en donde dicha fuga puede ocurrir
con mayor probabilidad: el lugar de la Nicotinamida Adenina
Dinucledtido Deshidrogenasa (una flavoproteina) o NADH, y en
el segmento b de una ubiguinona-citocromo. Condiciones pa-
toldégicas como acidosis y/o baja tensiédn de oxigeno, tras-—
tornos del aporte del mismo., pueden producir un incremento
en la fuga electrdnica. Es indudable que la presencia de
Superdxido-Dismutasa juega un papel definido, clave y es-—
tratégico para controlar dichas fugas. Sin embargo. en
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condiciones patoldgicas. la formacidn de metabolitos in-
termedios puede ser superior al 1% referido en condicio-

nes normales, y sSobrepasar la capacidad de la Superdxido-
dismutasa.

METABOLISMO DE LOS EICOSANOIDES

La sintesis de prostaglandinas puede formar radical
Superdxido como un metabolito o producto colateral. Los pri-—
meros dos pasos en la produccidn de prostaglandinas a par-
tir del &cido aragquidénico, incluyen la formacidn de radi-
cales libres intermedios. En presencia de NADH, tanto 1la
porcidn hidro-peroxidasa de la prostaglandina H sintetasa
Yy de la lipo-oxigenasa, participando en 1a produccidbdn de
pbrostaglandina H2 a partir de l1la G2, pueden formar radical
superbd4xido por vias colaterales. La misma activacidn de
endoperoxidasas que se requiere en varios otros sitios
del metabolismo de los eicosanoides puede facilitar o ca-~
talizar la formaciédn de otros metabolitos, como la formacidn
de &acidos hipo-halurosos mencionados previamente. Cabe re-
saltar dgue estas wvias se activan por mGltiples estimulos,
Y que incluso los radicales por si mismos, pueden iniciar
dicha activacién de la cascada, en un ciclo retroalimen-
tador positivo, facilitando la sobreactivacidn del sis-
tema en situaciones tales como chogue séptico y falla
orgénica mGltiples.

VIA DE LA XANTINA-OXIDASA

Una fuente importante productora de oxi-metabolitos,
Y qQue enfatiza como, si se conjugan las circunstancias apro-
piadas., pueden generarse radicales libres a partir de sus-
tratos normalmente disponibles con facilidad en las células.
Esta via es muy importante en el contexto clinico conocido
como Isquemia/reperfusidn. Existe en el citosceol un sistema
enzimdtico gue en conjunto se denomina xantina 6xido-—reduc-—
tasa, comprendido por dos enzimas, la xantina—-deshidrogenasa

Y la xantina-oxidasa. En condiciones normales, la gue predomina

es la primera, pudiendo convertirse en ésta Gltima por




un proceso reversible de oxidacidn, © uno irreversible, de
protedliss incompleta o parcial. Ambas tienen como sustrato
a la Hipoxantina y la xantina, obteniendo en el proceso un
electrdn, y diferencifindose las dos enzimas en el destino
gque le dan a éste. En condiciones de isguemia, 1la célula,
al no tener aporte de oxigeno ni de sustancias energéti-
cas externas, debe hacer uso de la energfia almacenada como
ATP. Asi, se va produciendo escicidén de l10os enlaces pre-—
formados, de alta energia, pasando progresivamente de ATP
a ADP, AMP, adenosina, inosina y finalmente hipoxantina,
obteniéndose energia en cada paso sucesivo, hasta llegar
hasta este Gltima, la hipoxantina, de la gue ya no es posi-
ble obtener energia, y gquedando <como metabolito final, ¥y que
en la reaccidn gue nos interesa constituye el sustrato.
Nétese gue, si no hubiese ocurrido isguemia, no existiria
este sustrato, hipoxantina en cantidades apreciables. Al
agotarse las fuentes energéticas, y en ausencia de aporte,
se paralizan una serie de funciones celulares dependientes
continuamente de energia. Para fines de la exposicidn, nos
referiremos a la paralizacidn de las bombas idnicas de 1la
membrana celular, dependientes de ATP—asa y gue mantienen
las concentraciones idénicas adecuadas a ambos lados de la
membrana. Al paralizarse, se presentan modificaciones en
iones y electrolitos a ambos lados de la membrana celular.
Nos interesa en- especial considerar gue se presente un fiujo
de Calcio hacia el interior de 1a célula. Una vez dentro,
el calcio activa inespeéificamente enzimas tipo proteasas
que se encuentran en el citoscol, cabe insistir nuevamente
gque, de no conjuntarse estas condiciones esta activacidn
enzimdtica no se efectia. Estas enzimas, efecti@ian la
protedlisis incompleta, irreversible, de la xantina-deshi-
drogenasa, convirtiéndola en xantina-oxidasa, de tal forma
gque ya se conjuntan un sustrato (hipoxantina) y una enzima
(xantina—oxidasa), gue no deberian estar ahi en otras cir-
cunstancias. Si en este momento ocurre reperfusidn, llega
con ella un flujo de oxigeno. La xantina oxidasa, cataliza
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la conversién de hipoxantina a Acido Grico, obteniendo un
electron gque entrega al oxfgeno, formando superdxido y
perbéxido de hidrégeno, con la subsecuente cadena de me-—
tabolitos ya conocidos. La xantina-deshidrogenasa. la forma
habitualmente presente de la enzima, cataliza la misma reac-
cidn, de hipoxantina a &cido Grico, pero enviando el electrén
obtenido, al sistema NAD, que acepta el electrén, y gue, me—
diante una serie de reacciones de 6xido-reduccidédn, dispone
del mismo, sin la produccidén de oxi-metabolitos. Como se
menciona al inicio, esta reaccidn ejemplifica cdmo, si se
reGnen las circunstancias necesarias, se puede presentar
la formaciédn de oxi-metabolitos, misma que no deberfia ocurrir
de no existir las condiciones descritas, en este caso,
isquemia/reperfusidn.

Cabe sefialar gque las situaciones de isgquemia/reper-
fusidén se presentan en miltiples circunstancias clinicas:

paro cardio-respiratorio recuperado, tromboembolismo pul- )
monar, trombolisis coronaria, transplantes orgénicos,
cirugia wvascular, e incluso cualguier patologia gue curse
con hipoperfusidén o alteraciones en el aporte de oxfgenoc
a un &reaa especifica, y gue depués sea corregida. La ac-

tivacidédn del sistema xantina-oxidasa también se puede dar i
por circunstancias distintas de l1a isguemia: activacidn f
del complemento, neutrdfilos activados, proteasas, los mism—
mos radicales libres de otra fuente o de la propia reacecidn,
interferé4n gamma, etc. Esta capacidad de activacién por
midltiples vias, probablemente explique el fracaso de un

enfogque Gnico terapéutico para intentar bloguar la via, i
como la utilizaciédn de alopurinol como monoterapia, un
inhibidor de la xantina-oxidasa, como se ha intentado en
algunos trabajos iniciales sobre el tema.
ESTALLIDO RESPIRATORIO
El fendmenc del estallido respiratorio es una fuente
muy peculiar de oxi-metabolitos. Los procesos hasta ahora
descritos representan fuentes casuales o patoldgicas de

los mismos, en cambio, el estallido respiratorio, a diferencia



sistema XANTINA OXIDO-REDUCTASA

Tanto la Xantina-Deshidrogenasa (XD) como la Xantina-Oxidasa
Ambas ob-

(X0) tienen como sustrato a la xantina y a la hipoxantina.
un electrédn. La XD lo entrega al

tienen de su accién sobre ésta,
sistema NAD-NADH, pero la XO lo entrega al oxigeno, formindose asfi

Metabolitos t&xicos del oxfgeno.

X +NAD" +Hzo——>xD UA + NADH + H"
X + 20, + H,O —Xi} UA + 205+ 2H"

XO
X + O, + H,0 —> UA + H.0,

N




de aguellas otras fuentes descritas, es una reaccidén disefiada
exclusivamente por los sistemas bioldgicos para la generacidén
de oxi-metabolitos, por 1lo gque no es casual ni patoldgica o
accidental. Constituye una importante barrera de defensa

con fines bactericidas. Sin embargo, nuevamente, su sobre-
activacién puede generar tal nimero de oxi-metabolitos gque

se puede producir dafio a estructuras distintas de las qgue

en forma inicial se intentaba (bacterias). Este fendmeno

es producido por l1los neutrdfilos, se lleva a cabo principal-—
mente en la membrana celular, aunque también se puede efec-
tuar a nivel del citoplasma, cercano a los fagosomas, a cuyo
interior son vertidos los oxi-metabolitos as{ formados,

en donde actuarin en contra de las bacterias previamente
fagocitadas. En condiciones normales., en estado de reposo

o guiescente, el polimorfonuclear tiene una actividad oxi-
dativa mfnima e incluso efect@a metabolismo anaerdbico.

Una gran variedad de agentes es capaz de estimular a dicha
célula, para hacerlo pasar a un estado "activado". Esta es-
timulacidédn y consecuente activacidn, va seguido de un incre-—
mento sGbito e intenso en el metabolismo, observdndose un
gran consumo de oxigeno, motivo por el cual se le conoce
como "estallido respiratorio". Mientras gue la produccidn

de oxi-metabolitos en estado basal o quiescente es pricti-
camente de cero, un polimorfonuclear es capaz de producir

100 millones de moléculas de superdxido por célula por
segundo, dando una idea del gran potencial tdxico de esta
via. En situaciones de estimulacidn infecciosa/inflamatoria
intensa, persistente o repetida, el polimorfonuclear puede
pasar a un estado de "sobreactivacidn", en el cual pueden
producirse una gran cantidad de radicales y otros mediadores.
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METABOLITOS TOXICOS DEL OXIGENO
FUENTES MENORES

Aungue proporcionalmente menos importantes, existen
muchas otras reacciones que son capaces de generar oxi-
metabolitos, algunas de ellas bien conocidas, mientras
gque otrs apenas se encuentran en la etapa de desclripcién
parcial.

Se ha mencionado la formacidn de &cidos hipocloroso,
hipobromoso e hipoiodoso, como metabolitos secundarios
producidos por reaccidn de haluros y perdxido de Hidrdgeno.
Estos &cidos a su vez, son capaces de reaccionar con aminas
endbdgenas, produciendo clorocaminas, poderosos y liposolubles
oxidantes de vida media larga, ¥ gque pueden ser responsa-—
bles de buena parte de la toxicidad mediada por neutré6fi-
los. La reaccidn del su perdxido con 6xido nitrico, idéntico
o relacionado con el factor de relajacidn derivado de cé&lu-
las endoteliales, puede a su vez generar nuevas: espeCLES
téxicas. Se forma asfi el anidn peroxinitrlto (ONOO ) un'’
fuerte oxidante, cuyo potencial tbéxico es aumen:ado_por
_una larga vida media, y que por el sitio de formaciéh puede
dafiar el . endotelio wvascular, en cenjunto con la elzmlnacxén
de  los ‘efectos del &xido nitrico. )

Alin se debate si los neutrdfilos son'capaces de generar
Hidroxilo sin Hierro exdgeno, sin embargo, es perfectaamente
aceptado gue estas células son capaces de producir Hidroxilos
utilizando Hierro disponible localmente, comoc derivade de la
Hemoglobina, asi como Hierro de las propias bacterias.

El paso sucesivo de un electrédn por diferentes moléculas,
en un fendémeno conocido como ciclo Redox, en el cual la
acepcidédn y entrega (reduccidn y oxidacidn) de dicho electrdn
a diferentes moléculas, habitualmente en serie, genera oxi-
daciones y reducciones secuenciales de las mismas, produce,
en diferentes pasos, verdaderos radicales. Cuando se hace con
moléculas endSdgenas, y en forma controlada, habitualmente
no ocurre dafio por dichos radicales. Pueden presentarse ciclos
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redox por el acarreo electrdnico sucesivo involucrando
compuestos como vit €, E, glutation, el sistema NADP-NADPH
Yy otros. Algunos xenobidticos pueden entrar a este tipo de
ciclos redox, en reacciones catalizadas por flavoproteinas,
El paraqguat, un biperidil y potente herbicida, es un ejem-
Plo césico gue puede interactuar asi con el sistema NADPH.
NADPH, la forma reducida, entrega un electrd4n al paraqguat,
reduciéndolo a su vez, pasando agquél compuesto a la forma
oxidada, NADP. Se forma un radical paragquat, con un electrdn
en exceso. Este electrdédn es donado a oxfigeno molecular, pro-
duciendo superdéxido y regenerando paraguat. El1 paraquat no
se consume en esta reaccidn, pudiendo re-entrar al ciclo,
mientras haya electrones gué acarrear, provenientes del
sistema NADPH citocromo P-450. Se produce asi toxicidad
principalmente pulmonar, por dafio oxidativo. Una clase de
compuestos, conocida como guinonas, pueden ser sometidas a
ciclos redox y producir superdxidos. El1 ejemplo maAs <conoci-
do es el agente guimioterapéutico doxorrubicina y dauno-
micina. Se forman radicales con estos compuestos, gue cons—
tituyen un mecanismo importante de la toxicidad por los
mismos, en especial cardiotoxicidad por dafio oxidativo.

Similarmente, una semiguinona (o varias), pueden conver-—
tirse en radicales, produciendo oxi-metabolitos, con accidn
principal sobre el DNA generando dafio o mutagénesis. E1 sitio
de accidn principal de estos agentes es el epitelio pulmo-
nar, ya que estas semiguinonas se encuentran en los produc-
tos de combustidn de los cigarrillos, encantidades muy
altas.

La radiacidn ionizante es otra fuente exdgena de radica-—
les libres de importancia bioldégica. Se piensa incluso gue
esta generacidn de radicales libres de oxigeno son parte
del mecanismo de acciédn tumoricida de dicha radiacidn, y
puede explicar en parte también, la relativa radio-resis-—
tencia del centro hipoxémico de tumores de mayor tamafio.

Los metabolitos t&xicos pueden afectar cualguier molé-
cula bioldaica, esto seri precisado adelante. En este momen-

to, se debe subrayar que, como producto de la accidn de



los oxi-metabolitos sobre algunos compuestos bioldgicos,
se forman a su vez radicales libres del producto inicial-
mente atacado. El ejemplo mas caracteristico son los radi-
cales libres producidos por el mecanismo de peroxidacidn
1{pida.

Perbxidos Org8nicos. Peroxidacidédn Lipida.

Por la importancia biolbégica del concepto, la peroxi-
dacién lipida es una reaccidn a considerar. Tiene tres com-
ponentes, Iniciacién., Propagacidn y Terminacidn.

La reaccidn es iniciada cuando un oxi-metabolito,
habitualmente Hidroxilo y probablemente radicales oxi-
ferrosos, ataca el nGcleo lipido de la membrana celular.

El blanco principal son los &cidos grasos poli-insaturados
(PUFAs) de dicha membrana. Este atague dafia la membrana.,
pero a la vez, genera un nuevo radical, un radical 1ipido
secundario, denominado genéricamente peroxilipido. Este puede
continuar 1avreacc16n, al atacar por si mismo dcidos grasos
vecinos, en la denominada fase de Propagacién. De no producir-—
se estos peroxiradicales 1a reaccidn de dafio oxidativo
terminarfa ahi, al consumirse el oxi-radical gque le did
origen. No obstante, como resultado de la formacidén de
peroxiradical 1ipido, continBa la reaccidn oxidatiwva.

El efecto del atagque de un PUFA vecino por el nuevo radical
es la formacidn de un tercer radical, hidro-peroxi-lipido,

Y un nueve radical alkil. Se denomina Propagacién a esta
fase de la cadena por la formacidén de varios radicales se
cundarios, gue aumentan el dafio en forma considerable, de
tal forma gue un radical de oxigeno Gnico, es capaz de ser
amplificado en su potencial tbéxico por 1los nuevos radicales,
pudiendo mantener la reaccidn retroalimentada positivamente
de forma obricticamente interminable- La reaccidédn solo buede
ser terminada por mecanismos antioxidantes enddgenos. o bien
por la interaccién de dos radicales lividos entre si con lo
ague ambos se inactivan- constituvendo la tercera fase o de

Terminaciédn. formando un no-—-radical-
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METABOLITOS TOXICOS DEL OXIGENO

ALTERACIONES MOLECULARES MEDIADAS POR OXI-RADICALES
Pricticamente cualguier molécula bioldgica puede ser

atacada y dafiada por los oxi-metabolitms. El1 dafio se puede

resumir por su importancia bioldgica, por lesidén a protef

nas, lipidos y &cidos nucleicos. El1 daifilo puede ser tanto

estructural come funcional, pudiendo en cualquier caso

afectar adversamente la fisiologia celular. Este dafio

representa la base estructural de la disfuncidn orginica

y finalmente sistémica, producida por stress oxidativo.

Proteinas.

Se pueden dafiar proteinas estructurales de paredes
celulares u organelos y proteinas funcionales, habitual-
mente solubles, como las enzimas. Las protefnas son las
macromoléculas m&s abundantes en los seres vivos, y, de
hecho, constituyen aproximadamente el 50% Jdel peso seco de
las células. Las funciones biolbdgicas de las proteinas in-
cluyen transporte, almacenamiento, contractilidad, estruc-
tura, catflisis, regulacidén, sintesis y transmisidén de
informacién, de dAonde puede inferirse la gravedad de un
dafio inespecifico y diseminado. No existe ninguna proteina
capaz de escapar al dafio oxidativo, pero los constituyentes
particularmente susceptibles son los aminoidcidos tirosina,
histidina y cisteina. Su lesidén produce desnaturalizacién
y/0 fragmentaciédn, con evidentes implicaciones estructura-
les y funcionales. Los grupos tiol son muy susceptibles a
la oxidacién, llevando a la formacién de disulfuros (RSSR).
Scido sulfénico (RSOH)., &cido sulfinico (RSO3H), o &cido
sulfdnico (RSO3H), por pérdida secuencial de dos electrones
respectivamente por paso v por compuesto. Es de notarse 1la
posibilidad de formacién de un radical andlogo a los radi-
cales lipvidos en la reaccidn de peroxidacidn 1ivida. E1 darfio
proteico estructural resulta en cambios en la posicidén de
puntos isoeléctricos. orientacidén estereoscdpica. hidrofo-
bicidad. agregacién y orienacidén de sitios activos. También
se puede aumentar la susceptibilidad de l1la proteina a la
hidrdlisis. aungque el dafio inicial no hava sido severo.



Lipidos.

Los 8cidos grasos poli-insaturados (PUFA's) son ficil-
mente susceptibles al dafio oxidativo. Como las proteinas.
los 1ipidos son parte estructural muy importante en los
sistemas bioldgicos. y su prevalencia es muy amplia en
todos los teijidos. ocupando un lugar muy especial en la
constituciéd4n de membranas celulares y organelos. asfi como
la membrana nuclear. Ya se ha mencionado la reaccién llama-
da peroxidacién lipida., en la cual .se sustrae un Hidrogenion
de‘las cadenas laterales de los &cidos grasos, llevando a la
formaciédn de radicales peroxilipidos. La formacidén de 1los
mismos inicia entonces una reaccidén autocatalitica, auto-—
propagante y muy destructiva. Ocurren como consecuencia del
dafio, re—ordenamientos moleculares estructurales y reacciones
de escicidn que llevan a toda una variedad de productos de
descomposicidédn 1ipida, incluyendo aldehifidos y alkanos. El1
radical peroxil (HOO-), la forma &cida conjugada del super-—
6xido, puede iniciar la peroxidacidén 1ipida por dos wvias, una
dependiente de bajos nivlies existentes de hidroperdéxido del
8cido graso, y una independiente de éste compuesto. Como
ocurre con las protefnas, los fosfolipidos peroxidados son
m&s susceptibles a la hidrédlisis por fosfolipasa A2, aungue
el dafic oxidativo en si no haya sido muy severo, esta hidrdii-
sis culmina con la destruccidn de la molécula.

Acidos Nucleicos.

Es probable gque por la naturaleza propia de los mismos,
el dafio m&s ominoso por oxidacidédn involucre los &cidos nu-—
cleicos. El1 stress oxidativo al DNA interfiere no solo con
la capacidad sintética global de la célula, tanto para produc-—
tos necesarios a la misma, como para productos de secrecidn o
excrecién celulares, sino gue también interfiere con su
capacidad para replicarse y/o repararse. El1 dafic mediadeo por
oxi-metabolitos al DNA también se ha asociado con carcino-—
génesis y mutagénesis. Se han descrito toda una serie de
metabolitos del &cido nucleico darfiado, y considerados como



producto final de dafio mediado por oxidacidn, entre los
mis conocidos se encuentran 2.6 diamino—-4-hidroxi-5-formamido-
pirimidina y 8-hidroxiguanina. Estos metabolitos se pueden
identificar en orina, y de hecho, constituyen una de los
métodos indirectos de laboratorio para detectar o inferir
dafio oxidativo en proceso. La lesién oxidativa al DNA puede
producirse en segundos o fracciones, y experimentalmente se
ha demostrado que puede ocurrir antes de gue se pueda docu-—
mentar dafio a otras estructuras celulares. Una razdn especu-
lada es el hecho de gue frecuentemente el daifio al DNA es 5
producido por Hidroxilo, un radical de accidn oxidatiwva
extraordinariamente ripida, al gque se le estima una vida
media de un nanosegundo. La presencia de Hierro unido a1l
DNA puede aumentar la produccidn de Hidroxilo.

El Qafio oxidativo al DNA puede producir separacidn i
de cadenas o ruptura interna en cadenas Gnicas, lo gque
se manifiesta como profundas alteraciones funcionales en
todas las reacciones de sintesis y/o mensajes mediados por
dcidos nucleicos, con lo gque Se altera gravemente la sintesis
y replicacidédn molecular/celular.




DETECCION DE METABOLITOS TOXICOS.

En forma paralela al interés creciente en los as -—
pectos fisiopatoldgicos gue relacionan la formacidn de
oximetabolitos en padecimientos criticos, se ha generado
un interés mayor en la deteccidén de dichos compuestos.
Desafortunadamente, la deteccidén directa, con medicidn
cualitativa o cuantitativa de los compuestos tdxicos
derivados del Oxigeno, es pesible solo en casos muy es-—
pecificos. Tal es p. ej. la cuantificacidn de perdxido
de Hidrégeno en el aire espirado. La medicidén de dafio
ha tenido gue ser en la mayor parte de los casos, en
forma indirecta, buscando méas bien evidencia de la a -
paricién de metabolitos formados como consecuencia de
la lesidn a moléculas orgé&nicas atacadas por radicales
libres. La mayor parte de los ensayos sugeridos carecen
de la sensibilidad y especificidad necesarias para poder
considerar gque contamos con un método universalmente acep-—
tado para estimar y mucho menos cuantificar el dafio oxi-
dativo. Asi, nos limitaremos a enunciar los métodos mas
utilizados, y solo se comentard respecto a los que asi
lo ameritan por su importancia. Los métodos descritos
para detectar Oxi-metabolitos o el dario gque estos producen
sSe enlistan a continuacidn:

1. Deteccidn directa por Resonancia electrdénica.

2. Medicidédn de especies reactivas del &cido tio-

barbitGrico.

3. Cuantificacién directa de Malondialdehido.

4. Cuantificacién de otros productos de degradacidn
de Acidos Grasos Poli-insaturados.

5. Medicidén de hidroperdxidos de Acidos Grasos Poli-
insaturados o sus alcocholes correspondientes.

6. Deteccidn de alkanos (hidrocarbonos voldtiles)
tales como etane y pentane, producidos por 1l1la
beta-escicidn de Ac. Grasos Poli-insaturados.

7. Medicidn de dienos conjugados, productos de 1la
lesidn a Ac. Grasos Poli-insaturados.



8. Cuantificacidn de productos de la lesidén oxi-—
dativa a metionina y cisteina. N

9. Productos con contenido carbonil como metabolitos
derivados de proteinas dafiadas.

10. Cuantificacidn de antioxidantes enddégenos cuya
disminucidn sugiere consumo.

11. Reduccidédn del nitroazul de tetrazolio.

12. Ensayos que reflejas dafio oxidativo a los &cidos

nucleicos.

Como es posible inferir del listado previo, se podria

interpretar tres tipos de pruebas: agquellas gue miden en

forma directa los oxi-metabolitos, muy escasas y de poca
pruebas que miden metabolitos pro-

importancia préctica:
tales

Aucidos por dafic oxidativo a diversas moléculas,
como lipidos, proteinas y DNA; finalmente, pruebas gque
confian en la disminucidn de antioxidantes endbgenos pre-
suponiendo gque dicha disminucidn se debe a un consumo, 10
gue las convierte en pruebas indirectas y relativamente po-—
co confiables, el principal inconveniente es gue los diver-—
sos metabolitos son inactivados de diversas formas e inclu-—
so puede haber gran variacidédn en l1los mecanismos de inacti-—
vacidén dependiendo del sitio en que los metabolitos se es-—
t&n formando.

Las pruebas mds numerosas son las que cuantifican
productos resultado de la degradacidén molecular por dailo
oxidativo.

No es de llamar la atencidn gque la mayor parte de las
pruebas disponibles confien en la deteccidn de metabolitos
‘de Acidos Grasos Poli—-insaturados (PUFA), ya gue, como se
ha establecido, la peroxidacidn 1ipida por oxi-radicales

una de las reacciones prototipo del dafio oxidativo.

Es una de las macromoléculas forma-—
Su determinacidn cons-—
si bien contro-

es

Malondialdehido:
das como efecto del dafio a PUFA.
tituye uno de 1los ensayos mas conocidos,

versial. Es una molécula de tres carbonos, se puede cuan-




tificar en su estado native o como algin derivado. Debe

resaltarse gue es una molécula muy reactiva y que se puede

entoncer unir con gran facilidad a toda una serie de macro-
: moléculas, de tal forma que la cuantificacidn de malon-
dialdehido habitualmente sub-valora l1la cantidad total
formada. El1 ensayo mas utilizado para su estimacidn,
utiliza precisamente este potencial de reactividad para

h unirlo a dos moléculas de Aadcido tiobarbitiGrico, lo cual
da lugar a la formacidn de un crom&foro rojo., denominado
- “Especies reactivas del Adcido tiobarbitirico", de forma

gue es frecuente escuchar este Gltimo término como una
manera de cuantificar malondialdehido. También debe sub-
rayarse gue el ensayo referido (especies reactivas) no
: es especifico para malondialdehido., ya gue puede interac-
: ‘ tuar, uniéndose con algunas proteinas, amino-az(cares,
2-desoxiribosa, sucrosa, hemoglobina, bilirrubina, pirimi-
‘ dinas y otros productos.Debe ademds mencionarse gque el
malondialdehido no es el Gnico metabolito producido por
el dafio oxidativo a PUFA, e incluso se aparicidé4n depende
del tipo especifico de Acido graso atacado. También, el
medio ambiente de peroxidacidn en gue se forma, influencia
tanto la formacidn como la descomposicidn del malondial-

dehido, el gue, como se ha mencionado, ya es en si mismo
Finalmente,

muy reactivo y puede desaparecer con rapidez.
este compuesto se puede formar por dafio oxidativo a otras
Por todos estos motivos,

varias macromoléculas no lipidas.
este ensayo puede ser Gtil en condiciones in vitro, en
las gue se puede controlar los tipos de moléculas invo-
lucradas y en ausencia de contaminantes o moléculas con
las que pueda reaccionar Yy desaparecer como producto reac-
tivo y susceptible de ser cuantificado. Parafraseando una
expresidn ya acufiada, el ensayo de malcocndialdehido puede
representar solo un indicador empirico de la ocurrencia

potencial de dafio oxidativo a lipidos.




Hidroxialdehidos: Estos compuestos también pueden
ser cuantificados por técnicas de cromatografia, liguida
Y de gas, este ensayo mejora la especificidad, ya que
estos compuestos aldehidos, de cadenas maAs largas, re-
flejan mis especificamente la presencia de productos de
descomposicidédn de la reaccidn de peroxidacidn 1ipida.

Dienos conjugados: Probablemente el ensayo citado
como segundo utilizado en la deteccidn de dafio oxida-—
tivo. Se fundamenta en el hecho de que los PUFA tienen
en su estructura dobles uniones gque se encuentran inter-
caladas entre puentes de metileno completamente satura-
dos. Como resultado de la reaccidn de peroxidacidn 1ipi-
da, esta estructura de doble unidn sufre un re-arreglo,
con objeto de estabilizar un electrdn no pareado que se
produce como resultado de la reaccidn. El1 compuesto asi
formado contiene dobles ligaduras gue le confieren una
estructura gque le permite comportarse espectrofotométri-
camente absorbiendo la luz ultravioleta a 234 nm. de
manera qgue este comportamiento es la base del ensayo. Se
puede entonces observar una peqguefia "rodilla" alrededor
de 234 nm gue refleja la presencia de dienos conjugados.
Debe no obstante enfatizarse gque existen numerosas molé-
culas gue pueden tener el mismo comportamiento espectro-
fotométrico, por 10 gue el ensayco pierde especificidaa
pudiendo sobre—-estimar la presencia de dienos conjuga-—
dos, e indirectamente dafio oxidativo.

Hidroperéxidos lipidos: Un radical formado durante
la reaccidn oxidativa de peroxidacidn l1ipida., puede cuan-—
tificarse por fraccionamiento por cromatografia ligquida,
o utiliizando su capacidad para activar 1a ciclo-oxigenasa
en un bio-ensayo, o bien titulando su reduccidn utilizando
glutation como el agente reductivo. Este ensayo © uso
combinado, aumenta aproximadamente 50 veces la sensibili-
dad con respecto al de especies reactivas del &acido tio-

barbitrico.



Deteccidn de alkanos por cromatografia de gas: Varios
alkanos se forman como producto de la peroxidacidén 1ipida., _
sobresaliendo etane y pentane. Estos pueden ser medidos en
aire espirado por tecnologia de cromatografia de gas,
aprovechando su alta volatilidad y liposolubilidad, 1o
gque les permite llegar r&pidamente al aire alveolar. Este
ensayo agrega una caracteristica a la deteccidn de dafio
oxidativo, ya gue es un indicador de tiempo real.

Consumo de antioxidantes: Diversos antioxidantes
endSdgenos pueden consumirse durante la generacidn de
metabolitos téxicos del oxigeno. Estos compuestos se pueden
cuantificar en forma secuencial, de tal forma que la dis-
minucidn en sus concentraciones puede inferir un consumo,
aungue €l mismo no necesariamente es especifico para de—
tectar produccién de radicales. Los mAs utilizados son
&cido ascdrbico, 8cido firico, alfa tocoferol, y mis especial-
mente GSH, gue se oxida a disulfuro de glutation.

Reduccidn de Nitroazul de tetrazolio: El1 nitroazul
de tetrazolio es un colorante gque cambia de amarillo a
azul en presencia de superdxido, de tal manera gue esta
caracteristica se puede usar para inferir la presencia cua-—
litativa de superdxido. La té&cnica ha sido usada experimen-—
talmente en modelos de isquemia-—-reperfusidn en cerebro de
animales de experimentacidn, requiriendo la infusidn del
colorante mediante una ventana &sea, en forma directa a
la superficie cerebral del animal en cuestidn, con resul-
tados cualitativos alentadores, yva Que inciuso el cambio_
de coloracidn es evitado por inclui: supér6xido dismutasa
en la infusidén, misma que elimina elfsﬁperéxido e‘impide
l1a reaccidén c¢con el colorante. ‘ B

Contenido de carbonil proteico: En un ensayo que tiene
un principio similar a la deteccidn de malondialdehido, se
puede determinar un metabolito resultado del dafo oxidativo
a proteinas. Se considera gue un producto de la oxidacién
del &dcido glutéamico, gamma Glutamil-semialdehido, constituye

el sustrato para este ensayo.



LESION CELULAR MEDIADA POR OXI-METABOLITOS

Es obvio que la lesién funcional o estructural a
molé&culas como lipidos, protefnas o &cidos nucleicos,
importantes constituyentes celulares, también funcional o
estructuralmente, producirf repercusiones en el funcio-
namiento celular, dependiendo de la intensidad del dario
- Y gue puede incluso llegar a la muerte celular.

El1 dafio celular por stress oxidativo se ha conoci-

- do esencialmente a través de informacidn experimental
por lo gque es necesario conocer esta informacién para
analizar la disfuncidn celular gue eventualmente podria
llevar a disfuncién org&nica, dependiendo nuevamente de
la intensidaqd del dafio producido.
Experimentos en Cultivos Celulares

Existe informacidén gue ya puede considerarse como
clAsica, ¥ que es necesario conocer. A su vez, algunos
tipos celulares son considerados como prototipo de dafio
por reacciones oxidativas. Es probable gue la informacidn
mis consistente se haya producido en trabajos con cé&lulas

nerviosas y alveolares.

L.a generacidn de superdxido en medios con células
de glia, produce en éstas cambios morfoldégicos progresi-
vos gue incluyen pérdidas de vellosidades, aparicidn de
vesiculas, ruptura y finalmente necrosis, 1o cual se ha
relacionado estrechamente con la aparicidén de productos
reactivos del &Acido tiobarbitGrico y gue se consideran
indicativos de peroxidacidén lipida. Experimentos en céiu-
las endoteliales han demostrado ademls el efecto sinergis-
tico de diferentes oxi-radicales y su relacidn con dafio
proteolitico. Neumocitos tipo II creciendo en medios
ricos en oxigeno muestran liberacidn aumentada de deshidro-
genasa lactica citosdlica, con disminucidén simultinea de
sintesis de DNA y su producto exocrino clave, dipalmitoil
fosfatidilcolina (surfactante pulmonar). Estas mismas




células, expuestas a perdxido de hidrédgeno una disminucién
en sus almacenes de ATP en un 77% apenas después de 5 min
de exposiciédn. En este contexto, la mitocondria parece

ser el blanco clave del dafio oxidativo, iniciando por
alteraciones funcionales mostrando predileccidn por el
complejo enzimiAtico ATPasa sintetasa. En forma inicial, 1la
cadena electrdnica mitocondrial parece inafectada. E1 mismo
perdéxido de hidrégeno induce también una franca disminucidn
en la sintesis de surfactante alin en concentraciones muy
pajas, e incapaces de producir cambios morfoldgicos,
manteniendo incluso viabilidad celular. La disminucidn

en esta produccidn es ademds concentracidédn-dependiente.

Si se protege a estos tipos celulares con antioxidantes,

en especial enzima Catalasa (por el tipo de metabolito
administrado), los cambios funcionales pueden ser evitados,
©, al menos, atenuados. En trabajos mis complejos, se pueden
conseguir resultados similares exponiendo las células cul-
tivadas a neutrdéfilos activados, y si bien se podria es-
pecular gque las vias de dafic potencial son miltiples por
las miltiples armas potenciales de los neutr&filos, los
cambios nuevamente pueden reducirse considerablemente con
terapia antioxidante, por 1o gue se sugiere gue una parte
importante del dafio mediado por neutrdfilos es producido

a través de oxi-metabolitos. Los neumocitos tipo II parecen
ser mids sensibles a este dafic que otros tipos celulares
probados. Algunos componentes especificos de las células
tipo II son un blanco demostrado para los oxi-metabolitos.
¥ en especial el surfactante ha demostrado reiteradamente
susceptibilidad para el dafio oxidativo.

Alteraciones en Membranas Celulares

Una de las caracteristicas muy tempranas de la lesién
oxidativa a las membranas celulares, es el cambio gque se
produce en deformabilidad y permeabilidad. Los cambios en
deformabilidad son particularmente trascendentales en célu-—
las como los eritrocitos., ya gque estos cambios pueden tener

una importancia fisiopatoldégica primaria en alteraciones



habituales en pacientes criticos: relacidn aporte-consumo,
trastornos de microcirculaciédn, corto-circuitos pulmonares

Estos cambios han sido estudiados en modelos

y periféricos.
Y pueden

de ligadura cecal y en células cultivadas in vitro,
ser atenuados por antioxidantes. Los cambios de deformabili-
dad de la membrana sSe han asociado con cambios moleculares

fisicamente y funcionalmente, con alteraciones de permeabi-

lidad y de potencial trans—membrana en células musculares
y de conduccidén (p. ej. en miocardio). Se han postulado

en este contexto alteraciones en las corrientes de potasio
Y los canales de membrana activados por Calcio.

Flujos de Calcio Trans-membrana
La alteracidn de la membrana celular por dafio oxidativo

ha mostrado producir un incremento en la concentracidn intra-—

celular de Calcio libre. Esto tiene gran importancia bioldégi

ca ya gue puede potenciar el dafio en el contexto de isgue-

o incluso inducirlo, al activar las pro-

mia-reperfusién,
Yy puede ocurrir secundariamente a

teasas intracelulares,
alteraciones de membrana gque llevan a la aparicidédn de nuevos
ionéforos cllcicos. Durante el dafio por isquemia-reperfusidn
se ha identificado a la entrada de Calcio como un elemento
incrementando hasta cinco veces las concen-

trascendental,
evento precedido por 1la

traciones intracelulares del ion,

aparicién de "ampollas" en la superficie de l1la membrana.
Numerosas enzimas celulares ‘han mostrado alta suscep-

tibilidad al dafio por oxi-metabolitos. Se incluyen catalasa,

ATP-asas, aconitasa, aciltransferasa, fosfato-deshidrogenasa,

glutamina-sintetasa, xantina—okidésa_y componentes de la
indluyendo NADH deshidro-

(deshidro—
La peroxidacidn

cadena mitocondrial electrénica,
genasa, NADH oxidasa., succinato oxido-reductasa
genasa y oxidasa) y ATP sintetasa entre otras.

lipida produce disfuncidn y depauperacidédn de receptores beta

adrenérgicos.
Otro componente proteico celular gque se ha demos-—
trado es muy sensible al dafio oxidativo, es la alfa-l-an-—

tiproteasa, con inactivacidén de la enzima por dafio oxidativo




en un importante residuo metioconina. La presencia de anti-
oxidantes inhibe el dafio y la inactivacién funcional de
la proteina. En todos estos casos se ha demostrado 1la
sinergia entre las diferentes vias productoras de dafio
oxidativo. Otros componentes celulares como proteoglica-—
nos de la celular y extracelular también pueden ser

dafiados.

Reactividad Vascular y de Vvia Aérea.

Los oximetabolitos pueden jugar un papel importante
si bien complejo en este apartado. Pueden iniciar 1la
cascada del &Scido araquiddnico, con la produccidén de
compuestos vasodilatadores y constrictores. La inacti-
vacidn, por perdéxido de hidrdgeno, de la guanilato-cicla-—
sa, es un fendmeno conocido y capaz de afectar la trans-—
duccidn de sefial y la contraccidn del misculo liso. Las
diversas especies de oxi—-metabolitos, han demostrado el
potencial para inducir directamente una hiper-responsivi-
dad en la via aérea pegquefia. Nuevamente el perdxido de
hidrdgeno puede induacir la produccidén de Tromboxano A2
sin alterar la sintesis de prostaglandina E2. En modelos
caninos de isguemia-reperfusidén los oxi-radicales pueden
liberar histamina, efecto atenuado por antioxidantes.




ANTIOXIDANTES ENDOGENOS Y TERAPIA ANTIOXIDANTE
- Existen una serie de defensas antioxidantes natura -
les que impiden normalmente el dafio debido a los deriva -
dos tb&xicos del oxfgeno, de tal manera que solo en cir -
cunstancias clinicas especiales, habitualmente en con -
diciones de gran desarreglo fisioldgico, la formacidn de
- oxi-metabolitos llega a ser de tal magnitud gue vence a
. estas defensas enddgenas. En forma muy general, las defen—
= sas antioxidantes son compuestos quimicos o enzimas, y se
pueden agrupar en cuatro diferentes categorias:
1. Compuestos de bajo peso molecular. solubles.
2. Compuestos donadores de grupos sulfhidrilo.
3. Proteinas gue en composicidédn contienen gru-
pes sulfhidrilo.
4. Enzimas antioxidantes.
Desde el punto de vista funcional, se pueden considerar

como antioxidantes primarios, cuando el efecto consiste en
inhibir la cadena de reacciones formadoras de radicales
libres, bien por remover los precursores de los mismos,
bien por inactivar los catalizadores. O bien como antioxi-—-
dantes secundarios, cuando actlan deteniendo la cadena de
reacciones cuando ésta ya se ha iniciado, y gque habitual-
mente reaccionan con los radicales ya formados.

Los primarios previenen las reacciones gue inician la
formacién de radicales libres, fundamentalmente manteniendo
la estructura, integridad y arquitectura celulares, asi como
estabilizando o incluso secuestrando los metales transicio-
nales gue pueden catalizar las reacciones. Son ejemplos de
primarios: glutation-peroxidasa, deferoxamina. Como se

menciona, los secundarios reaccionan habitualmente con los
radicales ya formados, inactivAndolos; ejemplos clisicos
son las enzimas Superdxido dismutasa, Catalasa, la forma
independiente de selenio de la glutation-peroxidasa y com-—
puestos como vit. E y C-.

En términos generales también, se puede decir que las
enzimas son esencialmente intracelulares, mientras gue los




compuestos solubles tienen un efecto principalmente extra-—
celular aunque también pueden ejercer una funcién anti-
oxidante en el interior de 1a célula.

La vitamina E (alfa—-tocoferol), es probablemente el
antioxidante mAs relevante soluble.junto con otros com-—
puestos puede participar en reacciones de acarreo elec-—
trénico secuencial tipo Redox, llevando los electrones
desde un radical hasta complejos capaces de aceptarlos sin
producir radicales téxicos, como el sistema NADP-NADPH.

El Acido ascdérbico es un potente donador de electrones,
caracteristica que le permite reaccionar principalmente

con los radicales superdéxido e hidroxilo, asi como con el
no-radical perdxido. Al donar electrones, forma un compues-—
to oxidado que posteriormente es reducido nuevamente por
glutation reductasa. En este proceso no sSe consumen los
antioxidantes mencionados, de tal forma que su funcién

se mantiene. La vit C asimismo puede actuar como un pro-—
oxidante que reduce la forma férrica a ferrosa del Hierro
el cual se necesita para formar hidroxilo a partir del
perdxido de hidrégeno. Las wvitaminas E y C actan en
sinergismo, entre ellas mismas, y con l1los sistemas glutation
¥y Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADPH).

Otra vitamina, beta caroteno, actia también como antioxi-
dante, en especial bajo condiciones de baja tensidn parcial
de oxigenoc, y es capaz de disminuir la peroxidacidn lipida.
En algunos trabajos se menciona gue los elementos traza ' u
ocligoelementos son antioxidantes. En realidad el efecto no
es directo, sin embargo, varios de ellos forman parte obli-
gada de enzimas, sin cuya presencia no funcionan: tal es el
caaso del Manganeso, gue forma parte de la superdxido dis-—
mutasa mitocondrial. Esta misma enzima tiene otra variante,
a nivel citoplasmiatico, gue depende de Cobre y Zinc. Ya se
ha mencionado la existencia de glutation peroxidasa depen-—
diente o independiente de Selenio. Para ilustrar la impor-
tancia de estos oligoelementos y sus respectivas enzimas.,
baste recordar la existencia de una variedad de cardiomio-—



DEFENSAS CELULARES ANTIOXIDANTES
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Sitios clave de formacidédn di oxi-metabolitos en la célula y

algunos sistemas de defensa enzimitica: superdxido dismutasa,
catalasa, glutation peroxidasa y solubles: Vit E y beta caroteno.
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endémica en la provincia china de Keshan, de la gue

patia,
Y gque se debe a la

toma sSu nombre (enfermedad de Keshan),
profunda deficiencia dietética de Selenio,
pPierde 1la accidn de la Glutation peroxidasa dependiente de
éste, presentindose una cardiomiopatia idéntica clfnica e
histolbSgicamente a la cardiomiopatia por Doxorrubicina,

mediada por radicales libres de oxigeno. Como se ha mencio-
las interacciones potenciales

ceon lo cual se

nado en maltiples ocasiones,
entre diversos mediadores y cascadas biolbégicas son mdi1-

tiples: una excesiva activacidn de la sintesis de pros—

taglandinas puede depletar células de Zinc.
Una deficiencia de vit C en presencia de Hierro, puede -
'
incrementar notablemente la peroxidacidén l1ipida. Alfa toco-

ferol o vit E previene esta misma reaccidn, al reaccionar

en forma preferencial con los radicales peroxil y alkoxil,

formando el radical tocoferol, mé&s estable.

La vit E puede reducir entonces la peroxidacidn 11i-
pida, tanto en el hombre como en animales de experimentacidn
Y, si se administra en grandes cantidades previa a una
endotoxemia, inhibe esta reaccidn, disminuye el dafio micro-
vascular y la ccagulacidn wvascular diseminada y mejora 1la
Se ha demostrado que las concentraciones de

sobrevida.
ratas posterior a l1a adminstracidn de

vit E disminuyen en
Se han reportado bajos niveles de vit E en
con cafida de los

endotoxinas.
pacientes con SIRPA inducido por sepsis.,
mismos en especial en las primeras 24 horas de esta compli-

H
1
i

cacidén.

Enzimas: Dentro
oxidante, sobresalen dos:
talasa. Ambas tienen como sustrato especifico,
rentes compuestos tdOxicos derivados del oxigeno:
y perdéxido de hidrdégeno, respectivamente. Es muy importante
hacer notar que el efecto secuencial, coordinado de estas

dos enzimas permite la anulacidén de estos compuestos, llevan-—
y este Giltimo has-

del grupo de enzimas con efecto anti-
la superdxido dismutasa y la ca-
a dos dife-—
superdxido

do el superdxido a perdxido de hidrdgeno.

sin pasar por el hidroxilo. Se reguiere el efecto

ta agua,
en el supuesto caso de gque

combinado o secuencial ya gue,



actuara la enzima superdxido dismutasa en ausencia de 1la
catalasa, se acumularia el perbxido de hidrégeno como un
metabolito intermedio, ¥y, a pesar de gue se estaria eli-
minando el superdxido, la presencia del metabolito referi-
do éeria capaz de causar dafio severo oxidativo. Es probable
que a esto se haya debido el fracaso de algunos trabajos
experimentales iniciales utilizando superS&xido dismutasa
como terapia antioxidante Gnica. En algunos trabajos, in-
cluso, el dafio oxidativo fue potenciado, presumiblemente
por aumento de hidroxilo, altamente téxico, aumento media-
do por la acumulacién de perdxido de hidrdgeno, su precur-
sor, y debido esto a la accidn de la superdxido dismutasa.
Posteriormente se ha demostrado gque la utilizacidén de ambas
enzimas puede tener un efecto protector contra el dafio
oxidativo, cuando se utiliza antes de un estimulo capaz de
inducir la formaciédn de metabolitos tdxicos del oxigeno.
Estos trabajos han sido mis recientes, ya gue la admins—
tracidén de superdédxido dismutasa y catalasa al inicio fueron
muy limitadas o problemdticas, por la antigenicidad (enzi-
mas de origen animal), la necesidad de dosis altisimas de
las mismas y la poca penetracidn celular (se ha mencionado
como antioxidantes de efecto primordialmente intracelular).
La tecnologia de DNA recombinante y recursos técnicos como
la presentacién de enzimas en lisosomas, han disminuido no-
tablemente estos dos (Gltimos problemas (antigenicidad y pe-
netracidn celular) y ampliado las perspectivas terapéuticas
de las mismas. Ya se ha mencionado también la importancia de
la distribucidn estratégica de estas enzimas asi como la
necesidad de oligoelementos. El enfogue terapéutico actual
es el uso combinado de estas dos enzimas, estando abierta
la perspectiva de intentar inducir la produccidédn enddgena
de las mismas, ya gque es conocido el hecho de gue estos sis-—
temas enzimidticos antioxidantes se "hipertrofian" en pre-—
sencia de estimulacién progresivamente mayor, tal es el
caso de la exposicidn prolongada y en pequefios incrementos
al oxigeno, lo que permite a los animales de experimentacidn



tolerar fracciones inspiradas de oxigeno cada vez mayores
Yy hasta llegar a rangos considerados como td&xicos (su-
periores al 60%) sin la aparicidén de toxicidad pulmonar
por oxfgeno.

Existen una serie de compuestos con efecto antioxidante,
que se pueden considerar como exdgenos: alopurinol, N-acetil
cisteina, manitol, deferoxamina, coenzima Q, nitrones o
nitréxidos, y, muy especialmente, los 2l-amino-esteroides,
cologuialmente conocidos como "lazaroides"; dimetiltiourea,
dimetilsulfbédxido, por mencionar los mis importantes.

Glutation es un tripéptido: gamma-glutamil-cisteinil-—
glicina, un agente sulfhidrilo gque se encuentra en el ci-
tosocl, y gue, por una parte pueden reaccionar con su gu-

Po sulfhidrilo con los radicales libres, y gue por otra
parte, se regquiere como un cofactor esencial para la enzima
Giutation peroxidasa. Este complejo enzimdtico tiene su
accidn principal eliminando perdxido de hidrégeno (al igual
que la catalasa); se ha especulado en este sentido el porgué
las células contienen dos sistemas enzimdticos gue tienen
el mismo sustrato, y se han sugerido varias diferencias
importantes: la catalasa se encuentra concentrada princi-
palmente en peroxisonas y microsomas, lugar en donde ocurre
el metabolismo oxidativo de aminodcidos y &cidos grasos,
mientras que Glutation peroxidasa (GPx) existe principal-
mente en el citosol y la mitocondria. Por otra parte, al
parecer, el sistema GPx es mis eficiente en presencia de
bajos niveles de perdxido, en forma opuesta a la catalasa
la gque es mads activa a mayores concentraciones de dicho me-—
tabolito. Finalmente, y a diferencia de la catalasa, GPx no
es especifica para perdxido de hidrdgeno y participa en
otro tipo de reacciones, como la descomposicidn de perdxi-
dos orglnicos. Debe notarse también que el complejo GPx
reguiere de la presencia de glutation como agente reductor,
por lo gque podria decirse gue otras enzimas, la glutation-—
reductasa y la glucosa-—-6—-fosfato—-deshidrogenasa (reqgueridas
para la formacidn de glutation reducido) también son vitales



en la defensa contra la excesiva formacidn de perdxidos.
Entre los compuestos a los gue nos hemos referido como
"exdgenos"”, algunos ameritan comentarios m&s especificos:
Alopurinol, un inhibidor de la xantina-oxidasa, ha
sido analizado en midltiples trabajos involucrando situacio-
nes de isquemia-reperfusidén, por razones 1&gicas. Las
situaciones clinicas gue involucran este tipo de circuns-
tancia fisiopatoldégica (isquemia-reperfusidén), son miltiples
Y muy frecuentes; en este apartado baste referirnos a los
trasplantes orgénicos y a la isquemia-reperfusidn en el
contexto de la cardiopatfia isquémica. En trasplante, ha
habido cierta controversia y no se podria aseverar gue se
haya demostrado un efecto benéfico del alopurinol, méas que.
en ciertas circunstancias muy particulares.
cular y reperfusién coronaria,

ser un recurso util,

En cirugfa vas-—
el alopurinol ha demostrado
cuando se utiliza previo a la reper-
fusidén. Se refiere, incluso, que en algunas Instituciones
este recurso se utiliza rutinariamente. En tromholisis, se
ha demostrado mejoria en funcidn cardiaca y disminucidn de
las arritmias post—-reperfusidn. En cirugia cardiaca,

parece
incluso disminuir l1a mortalidadQd.

Se ha especulado si el
efecto del alopurinol es tGnicamente a través de la inhibicidn

de la xantina-oxidasa, Yy evidencia reciente sugiere gue el

efecto protector del alopurinol, y su derivado oxipurinol,

al menos parcialmente se debe a un efecto eliminador directo

de hidroxilo. La controversia al respecto ha sido ocasionada

POor la dificultad para demostrar xantina-oxidasa en preparados

de miocardio, pero esta controversia ha servido para puntuali-—

zar el concepto de gue en ocasiones, no-se requiere una gran

concentracién de oxi-metabolitos para producir darigio,

sino gque
este puede, entre otras cosas,

ser explicado por su formacidn
en sitios estratégicos: a pesar de gue, en efecto, parece

existir poca xantina-—-oxidasa en preparados de corazdn, ésta
se encuentra in vivo en pequefias cantidades en el endotelio

vascular, sitio en el gque puede mediar gran dafio por isquemia

reperfusidn.



N-acetil-cisteina tiene miltiples efectos benéficos y
en el contexto del tema, elimina
forma directa,

peréxido de hidrdégeno en
reaccionando también preferencialmente con

el radical hidroxilo. Otros potenciales efectos benéficos

son probablemente mediados por sus propiedades anticoagu-
lantes y la potenciacid4n del sistema glutation.

El1 manitol, un alcohol, tiene un importante efecto
eliminador de hidroxilo. Sustrae de

éste un hidrogenion
formando un radical libre, pero uno

gue tiene la particularidad
de reaccionar preferencialmente con otro similar (manitol-

radical), formando un dimero, mismo gue,
daderamente "parea®

de esta forma ver—
los dos electrones no pareados, uno de

cada radical manitol. Esta reaccidn preferencial genera

una especie no-radical, no-reactiva, rompiendo efectivamen—
te la reaccidédn en cadena.
La deferoxamina produce guelacidn de Hierro,

disminuyen-
do asi

su disponibilidad para acarrear electrones formando

hidroxilo. A pesar de gue algunos trabajos han sugerido

efectos benéficos de la deferoxamina,

en especiel en cirugia
de puentes coronarios,

su principal limitante es su toxicidad

intrinseca, 1o que impide utilizar dosis altas. Se ha inten-—

tado la utilizacién de congéneres de deferoxamina. En este
un inhibidor
Y gue por su efecto inhibidor de 1ia
sintesis de prostaglandinas ha sido utilizado

contexto, es interesante sefialar gue Ibuprofén.
de la ciclo-oxigenasa,

experimental-—
mente en sepsis y Falla Orglnica MGltiple, habiendo demostra-

do ser el inhibidor de prostaglandinas mds prometedor en este
contexto, tiene capacidad de gquelar Hierro,
menos en el pulmdn, el dafio oxidativo.

¥y disminuir al

Se ha demostrado tam-

bién que posee propiedades anti-inflamatorias mediadas a nivel

de neutrdfilo, pos vias prostaglandina-—-independientes.
Coenzima Q en forma fisioldgica funciona como una es-—

"transbordador electrdnico"

drial de electrones,

como parte de la cadena mitocon-—
en donde se le encuentra estratégicamen-
te situada entre las flavoproteinas y los citocromos.
aceptar un electrdn en su anillo guinona.

Puede
formandeo una semi-—



quinona relaltivamente estable, capacidad que define el
potencial antioxidante de l1la molécula. CoQ ha mejorado

la funcidédn ventricular durante isguemia-reperfusid4n mio-~-
cArdica y en modelos de endotoxemia parece mejorar la so-
brevida en proporcid4n mayor al doble de los testigos. Sin
embargo, dado que en modelos de choque endotdxico, dismi-
nuye la acumulacidn de lactato, se ha especulado que pueda
ejercer parte de sus efectos bené&ficos a través de una
mejoria en el consumo de oxigeno bajo condiciones Qde
hipoxia, ya gque podria estar aumentando el flujo de elec-
trones a 1o largo de la cadena mitocondrial de transpor-—
te de &stos Gltimos, en patologias gue cursan con alteraciones
en aporte-consumo de oxigeno y situaciones potenciales de
“"bloqueo metabdlico".

Los 2l-amino-esteroides, conocidos cologuialmente
como los "lazaroides'", han abierto un potencial uso tera-—
péutico de este grupo quimico, después de gue parecia haber
terminado la controversia concluyendo la no utilizacidn de
los esteroides, a dosis farmacoldgicas, en sepsis y SIRPA.
Su estructura ha disminuido considerablemente el efecto
glucocorticoide e inmunosupresor, causante, a las dosis
consideradas farmacold&gicas, de buena parte de los efectos
gque los llevaron a caer en desuso, al favorecer sepsis
agregada. En modelos de paro cardio-respiratorio, isguemia
miocdrdica, trauma cef&lico, lesidén vascular encefilica,
isguemia-—-reperfusidn, trauma espinal, vasospasmo cerebral,
han demostrado efectos benéficos importantes. Disminuyen el
vasocespasmo, la entrada de Calcio, tienen efecto guelante
de Hierro y disminuyen la peroxidacidédn lipida, efectos a
los gque se ha atribuido su beneficio terapéutico, a pesar
de gue adin se especula cuidl de éstos o algin otro mecanis-
mo, son los mads importantes. Su potencial terapéutico se
ve incrementado, debido a gue, por su estructura gquimica
tienen una gran penetracidn celular. En varios de estos
trabajos, adem&s, se han utilizado posterior al estimulo

nocivo, a diferencia de otros enfoques terap&uticos en
la prevencidédn del dafio oxidativo.



OXI-METABOLITOS Y PATOLOGIA

A la luz de la informaciédn actual, puede aseverarse
sin temor a caer en exageraciones, que précticamente to-
das las situaciones que desencadenan en enfermedades
criticas tienen involucradas en su fisiopatologia diver-
sos tipos de dafioc oxidativo. De esta forma, la importancia
de los oxi-metabolitos en el paciente criticamente enfermo
no puede subestimarse, e involucra ma&s entidades de las
que en ocasiones nos percatamos. En situaciones como
lesién pulmonar aguda, sepsis, los mGltiples estados de
isquemia—reperfusiédn, enfermedad vascular aguda, insu-—
ficiencia renal aguda, enterocolitis necrotizante, wGlceras
gastroduodenales, trasplantes y falla orgé&nica miltipie.,
es posible encontrar informacidén apoyando el papel fisio-
patoldgico de stress oxidativo.

Es probable que la toxicidad pulmonar por oxigeno
haya proporcionado mucha de la informacidn actual en este
tema, por lo que se inicia con una discusidén al respecto.
Pado gque el interés de este resumen radica en subrayar 1los
aspectos fisiopatoldgicos del dafio oxidativo, la infor -
macidén presentada en este primer apartado se traspolaré
a otras situaciones clinicas sin entrar en mayores detalles
en é&stas fGltimas.

ENFERMEDADES ESPECIFICAS INVOLUCRANDO OXIGENO

PULMON

Sindrome de Insuficiencia Respiratoria Progresiva del
Adulto. El1 dafio pulmonar microvascular difuso es caracteris-
tico de esta entidad. Esto causa un edema pulmonar de per-—
meabilidad incrementada. Existen miltiples situaciones cli-—
nicas gque pueden llevar a SIRPA pero en general se acepta
gque esta entidad es producto de una respuesta estereotipada
que se caracteriza por el dafio grave y difuso a l1a microcir-
culacién, de tal forma gue todas las vias potenciales de dafio
a las gue se ha hecho alusidn desde el inicio de este resumen
sSe han implicado. En particular, las diferentes vias capaces

de producir metabolitos tdxicos del oxigeno,

han sido mencio-
nadas.




Sin embargo, debe reconocerse que una evidencia absoluta
Y convincente involucrando a los oxi-metabolitos como el
elemento principal de dafio no podrd ser obtenida por 1la
participaciédn multifactorial de diversas vias, todas ellas
interactuando entre s{i.

Se ha detectado aumento de perdéxido de hidrégenc en el
aire espirado de sujetos con SIRPA, que, incluso sin consi-
derar necesariamente gque la fuente de este metabolito sea
el pulmdén, esto habla de un imbalance entre oxidantes y
antioxidantes. Se encuentran niveles aumentados de antipro-
teasas oxidadas y de neutrdfilos en el lavado alveolar de
estos pacientes. Se sabe gque la exposicidn previa a oxidan-
tes incrementa el potencial t&xico pulmonar mediado por
elastasa. Existe también evidencia gque sostienen la presencia
de neutrbdfilos acitivados y l1la via de la xantina—oxidasa
como fuentes de oxi-metabolitos como iniciadores o ampli-
ficadores de lesidén pulmonar aguda

Neutrdfilos: Probablemente la fuente mAs importante
de darfio oxidativo, se encuentran virtualmente secuestrados
en los pulmones de pacientes con SIRPA. Su papel exacto ain
se debate pero es claro gue su potencial para producir dafio
vascular es considerable. Evidencia suporta gque en esta en-
tidad, hay un nimero aumentado de neutrdfilos en lavado al-
veolar, actividad deprimida de inactivador de factores qui-
miot&cticos. El1 plasma de estos pacientes incrementa las
propiedades de adherencia de neutrdfilos normales, y el in-
dice quimiotictico, actividad respiratoria y produccidn de
superdxido estén aumentados en estos neutrdfilos. En experi-
mentacidn, el uso de diversos antioxidantes y la depleciédn
previa de neutrdfilos, han demostrado proteger o disminuir
la presentacién de SIRPA. La perfusidn in vitro de pulmén
aislado con neutrdfilos provenientes de pacientes con enfer-—
medad granulomatosa crdnica, no causa dafio vascular, a
diferencia de la perfusidn con neutrdfilos normales acti-
vados. Los neutrdfilos de pacientes con esta entidad son
incapaces de producir superdxido. Endotoxina y TNF alfa,



ambos elevados en estos pacientes, pueden atraer y estimular
neutrdfilos para causar dafio vascular. Nuevamente el dafio se
puede disminuir depletando de neutrdfilos y pre-~tratando con
catalasa. TNF es incapaz de estimular neutrdfilos in vitro,
en suspensidn, pero TNF y contacto <con elementos de matriz

o células endoteliales, producen cantidades masivas de
peréxido de hidrdégeno. A pesar de la evidencia clara para

el potencial dafiino, todos 1los autores coinciden es sefialar
que, no obstante, otros mecanismos de dafio participan e in
cluse pueden predominar en algunos Casos.

Xantina-Oxidasa: Existe evidencia considerable., aungue
solo circunstancial gque implica un papel de esta via en el
SIRPA. Hay niveles aumentados de la actividad de X0, y 1las
células endoteliales tienen altos niveles de esta enzima.

La actividad de la misma puede inducirse por agentes conoci-—
dos inductores de SIRPA. El pre tratamiento con alopurinol,
ha demostrado disminucidén de esta activacidn y del dafo.

Hiperoxia: El1 dafio por oxigeno en altas concentraciones
en pacientes intubados es un tema ya aceptado. Se ha demostrado
gue ésta aumenta la produccidén de oxi-metabolitos en puimén,
homogenados tisulares, microsomas, mitocondrias, membranas
nucleares. La hiperoxia aumenta la toxicidad por agentes
cuyos efectos téxicos estdn relacionados con la produccidn
de oxi-metabolitos (p. ej. Bleomicina, doxorrubicina), y se
ha demostrado aumento adaptativo de antioxidantes enddgenos
en especial enzimiticos en respuesta a exposicidn a oxigeno.
La deplecidn de antioxidantes enddgenos aumenta la toxicidad
pulmonar por oxigeno, y el suplementar con antioxidantes
exbgenos disminuyen la lesidén pulmonar por hiperoxia, asi
como la disminucidn en neutrdfilos circulantes.

Otras entidades atin no criticas, enfatizan el potencial
téxico de los oxi-metabolitos hacia el pulmdén: tabagquismo,
con el gran contenido de radicales libres en el humo del
cigarro (1016 en cada inhalacidén); isquemia-reperfusién
fibrosis pulmonar, contaminacidn ambiental (ozonoc y didéxido

de nitrdgeno), asma y carcionogénesis.



Estados de Isquemia-Reperfusidn: Esta situacidén fisio-
patolégica es mis frecuente de lo que consideramos. Sin em-
bargo, es un modeloc bien aceptado de lesidn oxidativa. Debe
enfatizarse nuevamente que esta forma de generacidn de oxi-
metabolitos, siempre interacta con otras, e incluso puede
ser activada esta via por situaciones no propiamente de is-
gquemia, y a su vez, la aparicidén de metabolitos puede atraer
neutrbéfilos o favorecer la activacidn de otras vias, p. ej.
coagulacidén, complemento, o liberacidn de proteasas por
neutrdfilos asi atraidos y estimulados. Por mencionar solo
algunas situaciones clinicas: paro cardio-respiratorio:; en-
fermedad vascular cerebral; infarto miocirdico agudo: trom-
bolisis; cirugia de revascularizacidédn cardiaca; endarterec-—
tomia y todo tipo de cirugfia vascular en general; trasplante
org@nico; sindromes compartamentales musculares; insuficiencia
renal aguda; entercoceolitis necrotizante; gastritis y Glceras
por stress. A pesar de que no lo consideramos asfi con frecuen-
cia, pré8cticamente todas las situaciones de inestabilidaad
hemodinimica pueden generar en ciertas &reas orgénicas,
situaciones de isquemia-reperfusidn, al producir trastornos
en el aporte de oxigeno, que después mejoramos, en uhna
situacién similar a la reperfusién, al optimizar las varia-
’bles de aporte. Definitivamente existen en particular lechos
en gran riesgo de presentar este tipo de situaciones, por
solo mencionar una, recordemos toda la informacidédn sobre
hipoperfusidn gistrica gue no ha porporcionado el contar
con tonometria géstrica, la gue enfatiza el papel fisio-
patoldgico de la hipoperfusidn, en forma muy temprana, a veces
insospechada y grave.

Evidentemente la sepsis, el sindrome de respuesta infla-—
matoria sistémica, y la Falla Orgd@nica MGltiple conjuntan de
una u otra forma la activacién primero racional y benéfica
de todas las cascadas que se han mencionado a lo largo de esta
exposicidn, activacidén gque, de persistir, puede indudablemente
llevar a dafio molecular, celular, orglnico y a disfuncidén de

aparatos y sistemas. Se ha intentado resaltar principalmente
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La lesién por isquemia-reperfusidn tiene inté
miltiples vias y mediadores endSgenos, y tiene entonces diversos
abordajes terapéuticos potenciales.




el papel fisiopatolbégico de 1los mismos, enfatizando el papel
de los Metabolitos Téxicos Derivados del Oxigeno, por con-
siderar ésta un &rea en la cual ya se tiene una gran can-
tidad de informacidn, y a la que finalmente se le ve con
frecuencia en una forma un tanto soslayada, o al menos,

sin concederle la importancia gque tiene en la fisiopatologia
integral de todas estas entidades, ya que con gran frecuencia
lo vemos como un tema separado o independiente, mientras que
por la informacidn actual, podemos facilmente integrarlo al
resto de cascadas o mediadores activados en las situaciones
gque nos ocupan todos los dias en el cuidado del paciente
criticamente enfermo.




DANO POR MTO2

CADENA RESPIRATORIA

Lt
NAPDI ONIDASA
NANTEINA

Fes o/t

CATATASY

PEROXNIDACION LIPIDOS
DESNATURALIZACION PROTEICA
DANO DN
ACTIVACTION COMPLENENTO
CASCADY COANGULACION

REPARACION CELULAR REPARACION CELULAR
MUERTFE

\ _/

Se esquematiza en forma muy simplificada el dafio por MIO2Z, sus
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METABOLITOS TOXIXICOS DEt OXIGENO
Conclusiones

El conjunto de evidencia clinica y experimental,
indirecta y directa, sugiere muy fuertemente gque los
metabolitos téxicos del oxfgeno pueden jugar un papel
dual: defensivo y capaz de producir auto-dafio. La generacidn
excesiva de estos elementos puede estar profundamente in-—
volucrada en la fisiopatologia de las enfermedades criti-
cas. En estas circunstancias, se debe reconocer la ac-
tivacién de miltiples wvias tanto de mediacidn como
produccidén de dafio, existiendo una concertacidn de toda
esta serie de cascadas bioldégicas. Los metabolitos téxicos
del oxigeno tienen un papel muy particular pues con mayor
facilidad gue otras vias, enfatizan el papel dual del
gque nos hemos estado ocupando a lo largo de esta exposicién.
Es necesario conceptualmente integrarlos de lleno al concep-
to global de la fisiopatologia del paciente criticamente
enfermo. Existen mGltiples puntos de contacto e interaccidn
con otros mediadores. Se ha demostrado su produccidédn en
exceso en estas circunstancias, y existe un gran potencial
terapéutico gque ya se esti explotando en la actualidad, con
resultados menos conflictivos que otros enfogues novedosos
de manejo en estos pacientes. Resultados aparentemente
contradictorios en varios trabajos pueden explicarse mé&s bien
por. diferencias en diseifio y la poca disponibilidad de recur-
S0sS en algunos casos, pero esto no pone en duda su potencial
e incluso realidad terapéutica. Nuevamente estos conceptos
enfatizan la gran importancia del conocimiento fisiopatoldgico
en el cuidado del paciente criticamente enfermo.

Dr. José de Jeslis Bueno Almanza
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